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En cierto sentido la patogenicidad es una especie de accidente biologico, un oficio
altamente calificado que solo una pequefiisima minoria de todas las incontables
toneladas de microbios de la Tierra se ha involucrado en la misma.

La mayoria de las bacterias estan ocupadas con sus propios asuntos, curioseando y
reciclando los restos de la vida.

Lewis Thomas, La medusa y el caracol



Resumen

Parte del éxito evolutivo de los insectos se debe a la microbiota que reside en su tractos
digestivo, ya que se ha encontrado que esta asociacién es importante tanto para el bienestar
del anfitrion como para el de los microorganismos, particularmente para los xilé6fagos que
prosperan consumiendo alimentos pobres en nutrientes, para los cuales la provision de
nutrientes se ha propuesto como el papel principal de la mayoria de los microorganismos
en su microbioma. Sin embargo, se sabe poco sobre las interacciones entre los miembros
de esta comunidad microbiana y las funciones clave que pueden proporcionar a sus insectos
anfitriones. Por lo tanto, en este estudio evaluamos qué tipo de interaccién (a través del
continuo competencia-mutualismo) existe entre cuatro cepas de actinobacterias del tracto
digestivo de Oncideres albomarginata chamela (Cerambycidae), aisladas e identificadas por
métodos moleculares utilizando marcadores universales, y dos géneros de hongos
miembros del mismo microbioma del insecto. Nuestros resultados indican que las
actinobacterias aisladas Brachybacterium sp., Pseudoarthrobacter sp. y Arthrobacter sp.
parecen estar involucradas en una interaccion neutral con cada uno de los géneros fungicos
probados, pero la actinobacteria Streptomyces sp. mantuvo una interaccibn competitiva
(revelada por inhibicién del crecimiento) contra los hongos Stagonospora sp. 'y Penicillium
sp. Por lo cual evaluamos el efecto antagonista del aislado de Streptomyces sp. sobre dos
cepas comerciales de hongos entomopatdgenos: Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae. Los resultados revelaron una inhibicion significativa en el crecimiento de los dos
entomopatdgenos. En general, los resultados sugieren que Streptomyces sp. desempefia un
papel clave en la estructura del microbioma del intestino de O. albomarginata chamela'y
probablemente un papel protector contra los patégenos.

Palabras clave: microbioma, simbiosis, entomopatdgeno, inhibicion fungica, Streptomyces
sp.



Abstract

Part of insect’s evolutionary success is due to the microbiota residing their digestive tracts,
since this association has been found to be beneficial to both host’s and microbe’s fitness,
particularly for xylophagous insects that thrive on nutrient poor food-sources, for which
nutrient provision have been proposed as the main role for most microorganisms in their
microbiome. However, little is known about the interactions among the members of this
microbial community and the key functions they may provide to their insect hosts. Therefore,
in this study we assessed which kind of interaction (across the competition-mutualism
continuum) exist between four actinobacteria strains, isolated and identified by molecular
methods using universal markers from the digestive tract of Oncideres albomarginata
chamela (Cerambycidae), and two fungal genera which are members of the same insect
microbiome. Our results imply that the actinobacteria isolates Brachybacterium sp.,
Pseudoarthrobacter sp., and Arthrobacter sp. seemed to be involved in a neutral interaction
with each of the tested fungal genera, but the actinobacteria Streptomyces sp. held a strong
competitive interaction against the fungal symbionts Stagonospora sp. and Penicillium sp.
(revealed by growth inhibition). Additionally, we tested the antagonistic effect of the
Streptomyces sp. isolate over two commercial strains of the entomopathogenic fungi:
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, and these results unveiled a significant
competition interaction with these fungi at different level. Overall, the results suggest that
Streptomyces sp. plays a key role in structuring the microbiome of O. albomarginata’s gut
and likely a protective role against pathogens.

Keywords: microbiome, symbiosis, entomopathogen, fungal inhibition, Streptomyces sp.
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I. Introduccion

Los insectos son el grupo de animales mas diverso del mundo, no sélo por la cantidad de
miembros, que comprenden mas de 1 millon de especies descritas y entre 4-6 millones de
especies que se creen que existen (Gonzalez-Tokman et al., 2018) sino porque que también
representan el grupo con la gama mas amplia de alimentos (Vanbergen et al., 2014). Parte
de su éxito evolutivo se debe a la microbiota de su tracto digestivo con la cual los insectos
establecen interacciones benéficas (Yun et al., 2014), tales como ayudar en la digestion de
componentes alimenticios recalcitrantes; proteger de depredadores y parasitos e intervenir
en la detoxificacion de compuestos (Engel & Moran, 2013).

Las contribuciones microbianas a la nutricion del anfitrién son particularmente importantes
en insectos que se alimentan de la madera: los xil6fagos (Mason et al., 2017). Los insectos
xilofagos se enfrentan a una dieta desafiante, ya que la corteza y la madera son
nutricionalmente pobres a pesar de contener carbohidratos (celulosa y hemicelulosa), lignina
(moléculas C¢—C3 polimerizadas) y extractos como fenoles simples y acidos fendlicos
(Grinwald et al,, 2010). Sin embargo, en colaboracién con sus comunidades microbianas
intestinales, los insectos xiléfagos tienen la capacidad de producir enzimas que facilitan la
degradacion de material lignocelulésico (Scully et al., 2013). Dentro de los diversos grupos
de insectos xiléfagos se encuentran los insectos barrenadores. Estos se desarrollan (por lo
menos durante alguna parte de su ciclo de vida) en la madera, corteza o tallos lefiosos de
plantas (Calderén-Cortés et al., 2011). Analisis metagendémicos han revelado que los filos
predominantes en tractos digestivos de insectos barrenadores son, por porcentaje:
Gammaproteobacteria 43 %, Firmicutes 36%, Actinobacteria 14% y otros 7% (Acuia-
Gonzalez, 2009).

Entre los filos que constituyen la microbiota de escarabajos barrenadores, las actinobacterias
han sido reportadas como agentes que contribuyen a la nutricion de sus insectos anfitriones
por poseer enzimas liticas (Scully et al., 2013), ademas son productores de una variedad de
otros metabolitos secundarios con actividad antibiotica, antifungica, antiparasitaria y
antihelmintica (Fischer et al., 2017; Jang & Kikuchi, 2020), por lo cual este grupo de bacterias
podrian jugar un papel importante para la sobrevivencia de su anfitrion.

En este contexto, las comunidades microbianas asociadas con el insecto barrenador
Oncideres albomarginata chamela (Coleoptera: Cerambycidae) merecen una atencion
especial por ser un ingeniero del ecosistema que modifica las propiedades fisicas y quimicas
de su habitat e incrementa la disponibilidad de recursos para otros miembros del ecosistema
(Calderdén-Cortés et al., 2011). Sin embargo, se desconoce la microbiota asociada a este
insecto y no existen estudios previos que demuestren las funciones de las actinobacterias
en los escarabajos cerambicidos en general, ni sobre las complejas asociaciones bacterianas
y fungicas de sus sistemas digestivos (Mohammed et al.,, 2018), aunque estudios previos en
otros insectos como las hormigas han demostrado el papel de las actinobacterias para
conferir proteccién contra microrganismos patégenos (Douglas, 2014; Huang et al., 2020).



Introduccion

Por lo anterior, en el presente proyecto se propone un estudio cultivo-dependiente con el
propdsito de analizar las interacciones de las actinobacterias como parte de la microbiota
intestinal del escarabajo barrenador y elucidar su posible funcién en la proteccion contra
hongos patdgenos. Mediante ensayos de interacciones microbianas in vitro, este estudio
permitira evidenciar el papel que tienen las actinobacterias como simbiontes: si conservan
la integridad de la microbiota y el bienestar del anfitrion. A su vez se tendra un mejor
entendimiento sobre la capacidad de las actinobacterias para conferir proteccion al anfitrion,
de manera que sea posible discriminar entre interacciones directas con hongos patégenos
o a través del establecimiento de interacciones mutualistas con otros miembros de la
microbiota.

Si bien, las interacciones anfitrion—microbiota son importantes a una escala de la vida del
individuo, también podria ser una determinante para la historia sobre la evolucién del
anfitrion (Lewis & Lize, 2015). Es por ello, que las consecuencias de las interacciones en la
microbiota de los anfitriones comienzan a explorarse experimentalmente (Fischer et al.,
2017). Ademas, estudios recientes han descubierto bacterias intestinales de insectos que
producen compuestos antimicrobianos, algunos de los cuales son candidatos prometedores
para el tratamiento de patdégenos humanos multirresistentes, por lo cual este tipo de
estudios también tiene el potencial de identificar nuevas cepas microbianas con la capacidad
de sintetizar compuestos de interés médico (Alotaibi et al, 2022; Chevrette et al., 2019;
Zhang et al,, 2018; Zhou et al., 2021).



II. Hipotesis

Al coexistir en el tracto digestivo del insecto, el crecimiento de los hongos simbiontes de O.
albomarginata chamela no es afectado por las actinobacterias; a su vez, las actinobacterias
podrian influir en el desarrollo de la infeccion por hongos entomopatogenos.

III. Objetivos

General

Analizar mediante diferentes modelos de ensayos microbiolégicos in vitro las interacciones
insecto-actinobacterias que ocurren en el tracto digestivo del escarabajo barrenador O.
albomarginata chamelay su posible efecto protector ante infecciones fungicas.

Especificos

[¢]

Aislar las actinobacterias intestinales del escarabajo O. albomarginata chamela mediante
medios selectivos e identificarlas genéticamente usando el marcador molecular que
corresponde a la regién hipervariable v3-v4 del gen ribosomal 16S.

Determinar el tipo de interacciones que establecen las actinobacterias intestinales del
escarabajo O. albomarginata chamela aisladas e identificadas ante los hongos
simbiontes de los géneros Penicillium y Stagonospora y ante los hongos
entomopatdgenos Beauveria bassianay Metarhizium anisopliae.



Marco tedrico

IV. Marco teorico
1 Microbiota intestinal de insectos

a) Importancia

Al paso de 4 billones de afos, la evolucién ha creado millones de especies en este planeta.
Aungue se debe mayormente a la incesante diferenciacion de especies preexistentes, éste
no es el Unico proceso que condujo a la biodiversidad que existe hoy en dia. Las
interacciones bidticas que se establecen en la naturaleza entre dos o mas especies también
promueven la biodiversidad. Las interacciones bidticas incluyen las relaciones de
competencia, parasitismo, amensalismo, comensalismo y mutualismo. Siendo la Ultima, una
de las interacciones bidticas para las cuales se han reportado efectos profundos en la
evolucion (Ishikawa, 2003; Boege & del Val, 2011).

Los microorganismos surgieron y se diversificaron antes de la aparicion de grandes
organismos multicelulares; sus cuerpos proporcionaron nuevos habitats potenciales para los
organismos unicelulares: habitats que eran persistentes, estables y ricos en nutrientes
(Moran, 2006).

Como organismos multicelulares, los insectos parecen los mas habituados a convivir con los
microorganismos tanto dentro como fuera de sus cuerpos; dado que estan rodeados por
una gran variedad de ellos, particularmente en sus intestinos (Ishikawa, 2003). El analisis
completo de la diversidad bacteriana del insecto anfitrion es necesario para conocer tanto
su fisiologia como la ecologia microbiana que permite una mejor comprension de las
funciones ecoldgicas de los simbiontes y las interacciones con sus anfitriones (Yun et al.,
2014).

b) Funciones

El arsenal enzimatico que poseen los microorganismos contribuye directamente a su propio
bienestar y de manera incidental al de miembros de otras especies. La microbiota intestinal
influye en los rasgos fisiologicos del insecto anfitrion a través de distintas estrategias que
van desde contribuir a la provision de nutrientes esenciales, intervenir en la defensa contra
depredadores y patdgenos, y participar en los procesos de detoxificacion de compuestos
(Engel & Moran, 2013; Sabree, 2014; Wong et al., 2014).

Nutricion

Degradacion de la biomasa vegetal: la principal barrera para obtener nutrientes del
material vegetal es la incapacidad de la mayoria de los animales para procesar la biomasa
debido a la alta complejidad de la pared celular de las plantas, compuesta principalmente
de lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina). Algunos insectos tienen
como Uunica fuente de alimento la biomasa lignoceluldsica; no obstante, ningln




organismo vivo tiene el reservorio metabolico completo necesario para convertir los
componentes de la pared celular de las plantas en nutrientes. Los simbiontes intestinales
poseen enzimas lignocelulésicas denominadas CAZymes (Carbohydrate-Active
enZymes) capaces de despolimerizar la lignocelulosa y fermentarla para producir acidos
grasos de cadena corta que el anfitrion puede oxidar para obtener energia (da Costa et
al., 2019; Dethlefsen & Relman, 2007; Salem & Kaltenpoth, 2022; Sun & Scharf, 2010).

Fijacion de N,: en la dieta de los animales herbivoros el nitrégeno es el factor limitante
a pesar de ser una parte esencial de las biomoléculas. Su fuente principal reside en la
atmosfera. Es probable que muchos insectos dependan de bacterias mutualistas que
sean capaces de fijar el nitrégeno molecular de la atmdsfera porque expresan el
complejo enzimatico nitrogenasa que, mediante multiples reacciones de transferencia
de electrones, el nitrdgeno molecular es reducido a amoniaco (NH3) que posteriormente
se utilizara en la sintesis de biomoléculas (Engel & Moran, 2013; Kneip et al, 2007; Salem
et al, 2014).

Provisién de vitaminas B: son proporcionadas por microorganismos residentes
especialmente en insectos que se alimentan de sangre de vertebrados y algunos insectos
fitéfagos y xiléfagos, pero experimentalmente es dificil de demostrar porque las
vitaminas son requeridas en cantidades muy pequefas (Douglas, 2009).

Sintesis de esteroles: los insectos son incapaces de sintetizarlos; se relaciona
exclusivamente con los simbiontes eucariotas, particularmente de levaduras, porque las
bacterias carecen de la capacidad de sintetizar esteroles (Douglas, 2015).

Proteccidén contra depredadores y patdgenos

Hay evidencia de que los microorganismos residentes participan en las interacciones entre
insectos y sus enemigos naturales, ya que en ausencia de la microbiota son mas susceptibles
a infecciones (Sansone et al., 2015). Estos microorganismos pueden participar a través de:

Competencia por nutrientes o espacio entre simbiontes: proporciona una barrera
adicional a la colonizacion por microorganismos tanto patégenos estrictos (Dethlefsen
& Relman, 2007) como facultativos, que pueden verse involucrados en interacciones
antagonicas bajo las condiciones que lo permitan (Ji-Hyun et al, 2014).

Produccion de toxinas activas contra el invasor: involucra adaptaciones especificas para
el habitat del insecto. Son de particular importancia para los insectos que viven en
entornos humedos, donde las infecciones pueden desarrollarse rapidamente. Pero la
comprension de los mecanismos subyacentes es todavia inconclusa, ya que algunos
microorganismos podrian defender a su insecto anfitrion contra otros microorganismos
competidores que, por casualidad, incluyen patégenos de insectos (Douglas, 2015).
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Detoxificacion de nutrientes

Ciertas fuentes de nutrientes estan disponibles solo si las toxinas y algunos componentes de
la pared celular de las plantas son neutralizados. Muchos insectos se especializan en plantas
toxicas o superan los productos quimicos utilizados para el control de insectos y las bacterias
intestinales pueden servir como un portal para digerir y desintoxicar las fuentes de alimentos
locales. Los insectos herbivoros suelen producir secreciones orales que interactdan con las
plantas alimenticias, estimulando o suprimiendo las respuestas de defensa de éstas. Los
microorganismos en la luz intestinal pueden producir compuestos o enzimas que median
estas respuestas (Buchon et al., 2013; Charroux & Royet, 2012; Douglas, 2015; Jing et al,
2020; Salem & Kaltenpoth, 2022).



2 Ecologia microbiana
a) Importancia

Los microbiomas ocupan casi todos los ambientes de la Tierra (Faust & Raes, 2012). Las
asociaciones microorganismo-microorganismo y microorganismo-anfitrion son la pieza
clave para el establecimiento de una comunidad, ya que les permite establecerse en una
variedad de ambientes. El éxito de la comunidad depende de la diversidad de especies, dado
gue entre mayor sea la redundancia metabdlica, mayor sera la competencia por los recursos
disponibles y menor sera la posibilidad de que un invasor pueda establecerse en ella. Por
tanto, la composicién de una comunidad es el resultado de un proceso de coevolucion que
conduce a la adaptacion y especializacion (Barton & Nortup, 2011; Mesquita-Braga et al.,
2016).

Los sistemas ecoldgicos microbianos como sistemas de estudio modelo permiten
comprender mejor los sistemas naturales en general y predecir futuras interacciones, ya que
ofrecen una estrategia para probar hipotesis sobre como funcionan los procesos ecologicos
(Barton & Nortup, 2011; Mesquita-Braga et al., 2016).

b) Interacciones microbianas

El término "simbionte" se aplica tipicamente a los organismos que son benéficos para el
anfitrion, no obstante, se utiliza también para describir a los socios de los que se desconoce
la totalidad de efectos que pueden llegar a tener uno sobre otro (Barton & Nortup, 2011).
Los microorganismos exhiben una impresionante variedad de comportamientos sociales
(West et al,, 2007), dado que no existen como poblaciones de una sola especie, crean un
sistema complejo y dinamico con sus habitats (Antoniewicz, 2020; Faust & Raes, 2012).

Para catalogar los tipos de simbiosis microbianas se sigue la clasificacién usada en la
ecologia general que se basa en el efecto neto sobre los participantes: positivo (una
ganancia), negativo (una pérdida/costo) o ninguno (Faust & Raes, 2012). Los criterios para
medir los costos y beneficios son:

° Posibilidades de supervivencia
° Condicion promedio de su bienestar
° Variaciones de densidad poblacional (Lidicker, 1979).

En combinacion, existen entonces cinco categorias centrales de interacciones ecoldgicas
(Figura 1).
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Parasitismo
(+/-)
Mutualismo | | Competencia
(+/+) (0/0) (-/-)
Comensalismo Amensalismo
(+/0) (0/-)

Figura 1: Clasificacion de las interacciones ecoldgicas establecidas entre miembros de dos especies
Modificado de Faust & Raes (2012)

° Mutualismo (+/+). Necesaria para que ambas especies sobrevivan en el habitat y se
requiere de especies especificas. El crecimiento de uno se ve beneficiado por el
crecimiento del otro.

° Parasitismo (-/+). Donde la totalidad o parte de los recursos de una especie son
consumidos por otra. Si el efecto negativo llega a ser controlado se podria establecer
una relacién a largo plazo; de lo contrario el anfitrion podria morir.

° Comensalismo (+/0). El comensal es beneficiado mientras que el anfitrion no es
beneficiado ni perjudicado. En muchos casos no se requiere de una especie en
particular ya que el comensal puede crecer por si mismo si se separa del anfitrion.

°  Amensalismo (-/0). Es una interaccion competitiva unilateral donde una especie tiene
un efecto negativo sobre la otra, pero ésta no tiene ningun efecto detectable en la
primera.

° Competencia (-/-). Al intentar adquirir los mismos nutrientes en el ambiente algunas
de las poblaciones se veran comprometidas y puede atribuirse a la disponibilidad de
fuente de nitrogeno, carbono, vitaminas, luz, agua o donantes o aceptores de
electrones. Las posibles consecuencias de la competencia son dos: (1) la exclusion de
especies y (2) el establecimiento de una comunidad donde coexisten multiples
especies (Barton & Nortup, 2011; Faust & Raes, 2012; Morin, 2011).

Los microorganismos rara vez se limitan a un solo tipo de interaccién (Barton & Nortup,
2011), su naturaleza y magnitud dependera de los tipos de microorganismos presentes, de
su abundancia y de los estimulos presentes en el ambiente (Mesquita-Braga et al., 2016).
Cualquier microorganismo que habite en un anfitrién individual o en un linaje de ellos puede
desarrollar adaptaciones que generen que el anfitrién lo conserve para obtener beneficios,
ya que esto le ayudara a mantener sus recursos inmediatos (Moran, 2006). De esta manera,
un microorganismo que inicialmente mantenia una relacion negativa, a través del tiempo y
del proceso evolutivo puede convertirse en una relaciéon positiva (Dethlefsen & Relman,
2007).



3 Diversidad de los microbiomas intestinales de insectos

La microbiota intestinal de los insectos es tan heterogénea como la ecologia de
los insectos mismos; forman parte de ella microorganismos de todos los dominios: hongos,
arqueas, protozoos, virus y bacterias, siendo las ultimas las mas abundantes (Mufoz-
Benavent et al, 2021). Su composicién se ha analizado utilizando métodos tanto
dependientes del cultivo como independientes de él (Engel & Moran, 2013) y se ha
encontrado que varia ampliamente entre taxa de insectos como consecuencia de la fisiologia
intestinal (Douglas, 2011) y de la dieta en especial para los insectos que ingieren sustancias
derivadas de la lignocelulosa (ver subtema 4-c), (Colman et al., 2012).

a) Bacteriana

En general esta representada fuertemente por cuatro filos de bacterias: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacterias (Douglas, 2015) en porcentajes similares entre
diferentes grupos de insectos: 5%, 6%, 21% y 62% respectivamente, y el resto de las bacterias
quedan sin clasificar (Jones et al., 2013; Yun et al., 2014).

Pero algunos insectos albergan comunidades intestinales bacterianas especializadas; las mas
distintivas se han encontrado en insectos sociales como las termitas, los escarabajos, las
hormigas y las abejas (Engel & Moran, 2013). Por ejemplo, 90% de las especies bacterianas
en el intestino de las terminas no se encuentran en ningun otro lugar (McFall-Ngai et al,
2013), esto refleja una adaptacion Unica para la utilizacion de especies lefiosas (Shi et al.,
2013). Existen entonces diferencias en el microbioma de diferentes grupos de insectos a
pesar de que los filos tienen porcentajes de dominancia similares, las especies dentro de
cada filo bacteriano son por lo general diferentes (Tabla 1), (Engel & Moran, 2013).

A continuacion, se describe la abundancia y diversidad de los principales taxa bacterianos
que conforman el microbioma de insectos.

Proteobacteria

Tiene la composicidn filogenética mas grande (116 familias). Su morfologia y fisiologia es
muy versatil, lo que les da una ventaja competitiva para sobrevivir en varios nichos
ecoldgicos como el suelo, las plantas, el agua de mar, el agua dulce, la atmodsfera y en el
intestino de diversos animales (Na-Ri et al, 2015). Son Gram negativas, muestran una
excepcional variedad en cuanto a mecanismos de generacion de energia, con especies que
son quimiolitotrofas, quimioorgandtrofas y fotétrofas; son igualmente diversas respecto a
los mecanismos de utilizacién del oxigeno (O,) con especies anaerobias, microaerofilas y
aerobias facultativas. Sus formas varian desde los bacilos rectos y curvos, cocos, espirilos,
formas filamentosas, hasta las formadoras de yemas. Pueden dividirse en seis clases
basandose en las secuencias de los genes del rARN 16S: Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-,
Epsilon- y Zetaproteobacteria (Madigan et al, 2015). Algunas proteobacterias de
importancia para los insectos son:
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Tabla 1: Diversidad de especies bacterianas predominantes entre distintos grupos de insectos

Insecto barrenador

Rhagium inquisitor,
Tetropium castaneum,
Plagionotus arcuatusy

Leptura rubra

Hepialus gonggaensis

Anoplophora. glabripennis

Saperda vestita
Riptortus clavatu

Myrmeleon mobilis

Lymantria dispar

Tetraponera formicidae

Microbiota bacteriana

Gammaproteobacteria,
Actinobacterias, Firmicutes,

Verrucomicrobia y Acidobacterias

Rahnella sp. y Carnobacterium sp.

Proteobacteria, Firmicutes,

Actinobacteria y Bacteroidetes.

Proteobacteria

Burkholderia sp.

Wolbachia sp. y Enterobacteriaceae

v-Proteobacteria, a-Proteobacteria,
Actinobacteria, Cytophaga sp.,
Flexibacter sp. y Bacteroides sp.

Flavobacteria sp., Rhizobium sp.,
Methylobacterium sp., Burkholderia sp.

y Pseudomonas sp.

Fuente

Griunwald et al,,
2010

Yu et al., 2008

Schloss et al., 2006

Schloss et al., 2006

Kikuchi et al., 2005

Dunn & Stabb,
2020

Broderick et al,,
2020

Borm et al., 2002

Wolbachia: Es el género mas abundante de este filo en los insectos. Son parasitos
estrictos o mutualistas. Estan especializadas metabdlicamente dado que solamente
pueden oxidar los aminoacidos glutamato o glutaminay son incapaces de oxidar glucosa
o acidos organicos. Su caracteristica principal es que pueden inducir la partenogénesis
(desarrollo de huevos sin fecundar), (Figura 2), la muerte de los machos y la feminizacion
(conversién de los insectos macho en hembras), (Madigan et al. 2015).



Figura 2: Huevo de la avispa Trichogramma kaykai
TefAido con DAP], se tifien brillantemente las células de Wolbachia que se acumulan al final del huevo (parte
destinada a convertirse en los érganos reproductores) induciendo la partenogénesis. Modificado de Salverda &
Stouthamer, (2003).

°  Pseudomonas entomophila: proteobacterias entomopatdgenas. Son bacilos Gram
negativos que se mueven por medio de un flagelo polar (Figura 3). Es aerobia estricta,
catalasa y oxidasa positiva. Poseen una fuerte actividad hemolitica en placas de agar
sangre y una importante actividad de proteasa, lo que contribuye a su virulencia. Es una
bacteria metabdlicamente versatil capaz de sobrevivir en el agua, el suelo, y la rizosfera
(parte del ecosistema del suelo donde las raices de las plantas, el suelo y su microbiota
interactUan entre si). Curiosamente es la primera cepa de Pseudomonas que es patdogena
en un organismo multicelular (Dieppois et al., 2015).

Figura 3: Microscopia electronica de Pseudomonas entomophila
Modificado de Dieppois et al., (2015).
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Firmicutes

Contienen las bacterias formadoras de endosporas, las bacterias del acido lactico, entre
otros. Tienen generalmente menos contenido de GC en su ADN. Son especies Gram positivas
gue pertenecen a los 6rdenes Bacillales y Clostridiales. El orden de las Lactobacillales son
bacilos que forman endosporas, crecen en cadenas, son generadoras de acido lactico como
producto final principal de su metabolismo; son oxidasa y catalasa negativos y muestran un
metabolismo exclusivamente fermentador. Son anaerobios aerotolerantes. Obtienen
energia solo mediante la fosforilacion a nivel de sustrato. Son normalmente mas resistentes
a las condiciones acidas que el resto de las bacterias del acido lactico ya que pueden crecer
a valores de pH cercanos a 4. Casi nunca son patdgenos. Carecen de cadena respiratoria y
obtienen el ATP por fosforilacién a nivel de sustrato y comprenden muchos mecanismos
anaerobios generadores de energia como la fermentacion de carbohidratos, aminoacidos,
purinas y etanol (Madigan et al.,, 2015). Algunas bacterias firmicutes de importancia en los
microbiomas de insectos incluyen:

°  Bacillus thuringiensis. entomopatogeno. Son Gram positivos aerobios o facultativos,
catalasa positivos en forma de bastén. Es una bacteria del suelo que forma esporas
durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento; éstas contienen cristales llamados
cuerpos paraesporales (Figura 4) formadas por endotoxinas insecticidas especificas
(proteinas Cry) que actuan por ingestion a través de la formacién de poros perjudicando
el epitelio intestinal de los insectos. Las toxinas Cryactian solo si se unen a los receptores
intestinales. Las diferentes cepas producen diferentes tipos de toxinas, cada una de las
cuales afecta a un grupo taxonémico reducido de insectos (Ruiu et al., 2013; Sanahuja et
al, 2011).

°  Clostridium bifermentans: entomopatdégeno. Es un bacilo Gram positivo, anaerobio

estricto y movil. Activo contra mosquitos y moscas negras, pero no muestra toxicidad a
corto plazo para los vertebrados. Su actividad insecticida se ha asociado a la producciéon
de una proteina homodloga a las endotoxinas de B. thuringiensis (Glare et al., 2017).

a. e oo

Figura 4: Morfologias de cristales y esporas de Bacillus thuringiensis
Ampliacién 10000x bajo microscopia electronica de barrido. Las flechas indican esporas (S) y cristales (C).
Modificado de Sezen et al, (2008).



Bacteroidetes

Son bacilos Gram negativos no esporulados normalmente sacaroliticos y pueden ser
aerobios estrictos, aerobios facultativos y anaerobios estrictos. Algunos miembros son
inmoviles y otras cuantas poseen flagelos. El orden Bacteroidales contiene principalmente
especies anaerobias estrictas que son fermentadoras. El género tipo es Bacteroides con
especies que pueden fermentar azlcares o proteinas (segun la especie) obteniendo acetato
y succinato como productos principales de la fermentacién; son normalmente comensales
en el intestino de los humanos y de otros animales. Las especies de Bacteroides y otros
géneros del filo Bacteroidetes, como Flectobacillus, Prevotella, Porphyromonas, vy
Sphingobacterium son singulares porque representan los pocos grupos de bacterias que
sintetizan esfingolipidos. El orden Cytophagales comprende casi exclusivamente aerobios
estrictos, aunque algunas especies tienen capacidades fermentadoras limitadas; suelen ser
bacilos Gram negativos largos y delgados que a menudo presentan extremos puntiagudos
y que se desplazan por deslizamiento. Las especies de este orden se especializan en la
degradacion de polisacaridos complejos. Estan muy distribuidas por suelos y ambientes de
agua dulce, donde probablemente llevan a cabo gran parte de la digestion bacteriana de la
celulosa. Comprenden normalmente quimiorganotrofos, aerobios estrictos y aerobios
facultativos. Algunas especies reducen los nitratos por respiracion anaerobia (Madigan et al.
2015).

Actinobacteria

Contienen genomas de alto contenido en GC. Son Gram positivas y se pueden clasificar de
acuerdo con su forma en cocobacilares o filamentosas, habitan el suelo y materiales
vegetales. Suelen ser comensales inocuos. La mayor cantidad de especies se agrupa en el
orden Actinomycetales representadas por los géneros Corynebacterium, Arthrobacter y
Mycobacterium. Son organismos aerobios o aerobios facultativos, inmoviles,
extremadamente resistentes a la desecacion y a la falta de nutrientes, aunque no forman
esporas ni otras formas de reposo (Jose et al. 2021).

° Actinobacterias bacilares: El género Corynebacterium incluye patégenos de plantas, de
animales y también son bacterias saprofitas. El género Arthrobacter, formado
esencialmente por organismos del suelo, se distingue por tener un ciclo de desarrollo
gue consiste en la conversion de bacilo a coco y viceversa. Los miembros del género
Mycobacterium en alguna fase de su ciclo de crecimiento poseen una propiedad de
tincion exclusiva llamada acido-resistencia la cual se debe a la presencia de los acidos
micdlicos, que solo se encuentran en este género. Las micobacterias son pleomorficas y
pueden mostrar un crecimiento filamentoso. Sin embargo, a diferencia de los filamentos
de los actinomicetos (discutido mas adelante), los de las micobacterias no forman un
micelio verdadero.
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° Actinobacterias_filamentosas: Son abundantes en el suelo. Muchos tienen un ciclo de
desarrollo caracteristico que culmina con la produccion de esporas resistentes a la
desecacion. Los filamentos se alargan por sus extremos y forman hifas ramificadas. Este
crecimiento ocasiona una red de hifas llamada micelio, analogo al formado por los
hongos filamentosos. Cuando se agotan los nutrientes el micelio forma hifas aéreas que
se diferencian dando esporas para la supervivencia y dispersion. El género Streptomyces
es el mas importante de este grupo dado que se conocen mas de 500 especies. Sus
filamentos suelen tener un diametro de 0,5-1,0 um, una longitud indefinida y
normalmente carece de septos en la fase vegetativa (Figura 5). Cuando la colonia
envejece, se forman filamentos aéreos caracteristicos llamados esporéforos, que
sobresalen de la superficie de la colonia (Madigan et al., 2015).

Figura 5: Microfotografia electronica de barrido de Streptomyces parvulus
Obsérvese la forma caracteristica filamentosa. Modificado de Sripreechasak et al., (2018).

b) Fungica

Mientras que un gran nimero de estudios sobre la microbiota intestinal de insectos se han
centrado en las bacterias, otros miembros de la comunidad, como los hongos, han sido
comparativamente pasados por alto (Malassigné et al., 2021). Sin embargo, las simbiosis
entre hongos e insectos son especialmente frecuentes en los insectos que se alimentan de
madera (ver subtema 4b), (Engel & Moran, 2013). De los organismos eucariotas presentes
en el microbioma intestinal, las levaduras son las que predominan en muchos insectos.
Establecen principalmente relaciones mutualistas y en funcion del grado de dependencia su
asociacion puede clasificarse como primaria (que interactian directamente con el anfitrién)
o secundaria (que estan asociados con especies bacterianas).

Los hongos asociados a insectos se encuentran principalmente en el filo Ascomycota y estan
representados por un pequefio nimero de especies (1-6 especies por individuo) que difieren
entre grupos de insectos (Malassigné et al., 2021). Sin embargo, los géneros encontrados
con mayor frecuencia son:



Alternaria sp.: son principalmente saprofitos pero algunas especies han adquirido
capacidades fitopatdgenas. En su forma filamentosa se identifican cadenas simples
o ramificadas en conidioéforos cortos y rectos. Sus caracteristicas principales son la
produccion de conidias melanizadas, que contribuyen a su patogenicidad, y la
produccion de toxinas especificas del anfitrion en el caso de las especies patdogenas
(Fedoseeva et al,, 2021; Ma et al.,, 2021; Thomma, 2003)

Cladosporium. es un género especial por su gran capacidad de adaptaciéon a una
variedad de entornos y anfitriones que van de ambientes terrestres hasta marinos, y
de plantas hasta animales (Liu et al., 2021). En su forma filamentosa tienen conidios
pigmentados oscuros que se forman en cadenas simples o ramificadas. Varias de sus
especies son fitopatdogenas como C cladosporioidesy C. herbarum (El-Dawy et al.,
2021).

Candida. pueden crecer tipicamente en forma de levadura, de pseudohifas o hifas.
Muchas de sus especies son patégenas de animales porque poseen la capacidad de
sufrir una transicion morfologica reversible. La proporcion de células que crecen en
una morfologia particular puede variar entre especies. La especie oportunista mas
conocida es Candida albicans que en su forma de levadura se describe actualmente
como un comensal de la mucosa humana y animal. Otras especies no patégenas han
sido aisladas de una amplia gama de ambientes naturales, incluyendo agua dulce
para C. tropicalisy C. krusej, plantas para C. parapsilosis y muestras de aire para C
glabrata y también se han reportado la presencia de estas especies en los suelos
(Kadosh & Mundodi, 2020; Sautour et al., 2021).

Penicillium. es uno de los grupos mas grandes de hongos, bien establecido como
fuente de antibioticos. Son ubicuos debido a sus necesidades nutricionales poco
exigentes y a su capacidad para crecer en una amplia gama de entornos. Ha sido
mayormente encontrado como simbionte de plantas. Son de crecimiento rapido y su
micelio aéreo es de distintos colores dependiendo de la especie, tiende a crecer en
forma radial y esporulada cuando el medio no es el 6ptimo para su crecimiento.
Forma estructuras en forma de pinceles, de donde proviene el nombre del taxén (Kirk
et al. 2008; Toghueo & Boyom, 2020).

Pichia. a diferencia de los géneros anteriores, no produce hifas. Son ubicuas.
Contiene a la especie P. pastoris que es considerada una levadura de relevancia
biotecnoldgica porque expresa diferentes proteinas recombinantes que presentan
una alta similitud con los sistemas avanzados de expresion eucariota (Karbalaei et al.,
2020).
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Por su parte, los principales hongos patdogenos de insectos son Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae (Majumder et al., 2020). La capacidad de los hongos patégenos para
los cambios morfoldgicos se extiende a lo largo de todo el ciclo de vida (Qiu et al,, 2021).

Beauveria bassiana. pertenece al filo Ascomycota. Se encuentra de manera natural en el
suelo. Se caracteriza por presentar células conidiégenas globosas y en grandes grupos
con poca distancia entre ellos; el desarrollo en medio de cultivo es lento, elevado de
color blanco y de aspecto peltcido (Guedez, 2014). Experimenta una transicion entre tres
morfologias celulares incluyendo hifas, conidios y blastosporas. Los conidios germinan,
generan hifas y luego invaden directamente las cuticulas de los insectos para
entrometerse en el hemocele (cavidad que contiene sangre o hemolinfa) y genera
blastosporas que consumen los nutrientes de la hemolinfa. Finalmente forma conidios
para comenzar un nuevo ciclo de infeccién. Adicionalmente se usa como control de
plagas, pero también sirve como un sistema modelo ideal para investigar la interaccién
entre el desarrollo de hongos y el anfitrion (Qiu et al., 2021).

°  Metarhizium anisopliae: pertenece al filo Ascomycota. Es ubicuo, infecta a una amplia
gama de insectos y es utilizado como control bioldégico de plagas. Presenta un
crecimiento lento y su coloracion varia desde el verde oliva hasta el verde oscuro debido
a la maduracion de los conidios (Garcia et al, 2011). Su modo de accion implica: la
adhesion a la cuticula, germinacion y diseminacion dentro del cuerpo en forma de hifas.
Este mecanismo es facilitado por las enzimas hidrolasas, proteasas, quitinasas y lipasas.
Al proliferar dentro de los tejidos de los insectos, las blastosporas producen toxinas que
inducen patogénesis (explicado anteriormente), paralisis, alteraciones celulares y
disfuncion del intestino medio y tejidos musculares para finalmente provocar la muerte
de 3 a 7 dias después de la infeccion (Baleba et al., 2021).




Insectos barrenadores

4

a) Aspectos generales

Los insectos barrenadores son aquellos que se desarrollan en la madera, por lo menos
durante alguna parte de su ciclo de vida, ya sea en la corteza o en los tallos de las plantas.
Muchos de ellos comienzan su ciclo de vida (Figura 6) como huevos depositados bajo la
corteza por las hembras adultas que viven en libertad. Después, las larvas se alimentan de la
madera dentro de los tallos para posteriormente emerger como adultos y comenzar el ciclo
de nuevo (Calderéon-Cortés et al., 2011).

adult

pupa egg

Figura 6: Ciclo de vida de un insecto barrenador
Modificado de Peters et al., (2002).

Al perforar los tallos las larvas producen sistemas de cavidades complejos que pueden ser
ocupadas secundariamente por otros artrépodos. Jugando asi un papel funcional
importante en los ecosistemas forestales al alterar la arquitectura de los arboles, la
composicion e hidrologia del bosque, contribuir al ciclo de nutrientes y a la regulacion de la
disposicién de los recursos (Calderon-Cortés et al., 2011).

Los insectos barrenadores enfrentan una dieta excepcional, dado que la corteza y la madera
son ricas en carbohidratos, principalmente celulosa y hemicelulosas, lignina y extractos como
fenoles simples y acidos fendlicos (Griinwald et al., 2010). Pero estan bien adaptados para
alimentarse de la madera, prosperan consumiendo las sustancias celuldsicas gracias a sus
planes corporales, incluidos los 6érganos de masticacion, las estructuras intestinales y sus dos
sitios independientes de degradaciéon enzimatica: endégeno y simbidtico (para algunas
especies). Son considerados sistemas eficientes de bioconversién a microescala de biomasa
celulésica (Watanabe & Tokuda, 2010).
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La celulosa y la hemicelulosa representan algunos de los recursos de carbohidratos
renovables mas abundantes del planeta y constituyen la mayor fuente natural de azucares
fermentables (Scully et al., 2013). La celulosa es un polimero lineal que consta de unidades
de d-glucopiranosilo con enlaces B-1,4. Es sintetizado por todas las plantas superiores, que
colectivamente fijan (6.0-6.3) x 1016 g de carbono anualmente. Muchos microorganismos
pueden sobrevivir de materiales celuldsicos. Por el contrario, se creia que la mayoria de los
animales no podian utilizar celulosa (Watanabe & Tokuda, 2010), pero actualmente se ha
confirmado que diversos insectos tienen la capacidad de secretar sus propias enzimas, las
cuales actian de manera sinérgica con las enzimas de los microorganismos intestinales en
la degradacion de los polimeros de pared celular (Calderén-Cortés et al., 2012).

La lignina es un biopolimero aromatico estereotipicamente irregular compuesto de
subunidades de alcohol arilico fenilpropanoide y articulado por mas de 12 tipos de enlaces
quimicos, constituidos principalmente por los enlaces de B-aril éter y carbono-carbono que
son altamente resistentes a la hidrdlisis (Grinwald et al., 2010).

Los insectos que se alimentan de la madera aprovechan una variedad de estrategias para
liberar carbohidratos de los tejidos vegetales recalcitrantes como:

(o] ., . . ’ . .
Ingestion directa de enzimas fungicas o bacterianas.

@) . ./ . . .
Alimentacion preferencial de arboles comprometidos (estresados o en
descomposicion cuyos polisacaridos estructurales han sido previamente alterados
por el ambiente).

O

Ingestion de microorganismos que degradan la madera.
Endosimbiosis con microorganismos que degradan la madera.

Sistema dual (simbiontes-insecto) de digestion de lignocelulosa (Griinwald et al.,
2010).

La mayoria de los insectos que se alimentan de la madera mantienen asociaciones obligadas
con los microorganismos. Se cree que estos afiliados microbianos hacen contribuciones
importantes a la digestion de la lignocelulosa en una variedad de insectos filogenéticamente
diversa, incluidas varias especies de escarabajos en los que se han detectado productos de
fermentacion microbiana en el intestino (Scully et al., 2013). Por tanto, no es sorprendente
que muchos de los insectos barrenadores vivan en simbiosis con los microorganismos
(Grinwald et al.,, 2010).

b) Microbiota intestinal de los insectos barrenadores

Los insectos muestran una amplia gama de grados de dependencia hacia los
microorganismos intestinales; mientras unos son colonizados solo de manera oportunista
por microorganismos comunes del ambiente, otros dependen directamente de ellos para



realizar sus funciones basicas (Engel & Moran, 2013). Las proporciones mas altas de biomasa
microbiana intestinal total con respecto a la masa del anfitrion se encuentran en algunos
comedores de madera (xil6fagos), incluidas las termitas, los grillos, las cucarachas y los
escarabajos barrenadores de la madera (Engel & Moran, 2013).

Las comunidades microbianas del intestino posterior de insectos xil6fagos como las termitas
y los insectos folivoros son esenciales para su alimentacion, ya que estos contribuyen de
manera importante en la degradacion de celulosa y provision de nutrientes esenciales que
se encuentran en concentraciones limitantes en los tejidos vegetales (Sapp, 2004).

Los insectos xil6fagos de madera en descomposicion albergan el microbioma intestinal mas
diverso (Colman et al., 2012) por tanto, se han realizado diversos estudios para identificar las
especies bacterianas (Tabla 2) y fungicas (Tabla 3) que lo componen; estos estudios se basan
en el analisis de la microbiota de estadios larvarios de insectos barrenadores especificos que
revelan un alto grado de similitud en la composicién microbiana entre los alimentados con
la misma dieta.

Tabla 2: Microbiota intestinal bacteriana reportada para insectos barrenadores

Insecto barrenador Microbiota bacteriana Fuente
Rhagium inguisitor, )
g_ q Gammaproteobacteria, N
Tetropium castaneum, . i A Grunwald et al.,
Actinobacterias, Firmicutes, 2010

Plagionotus arcuatusy

Verrucomicrobia y Acidobacterias
Leptura rubra

Hepialus gonggaensis Rahnella sp.y Carnobacterium sp. Yu et al.,, 2008

Proteobacteria, Firmicutes,

Actinobacteria y Bacteroidetes. Schloss et al. 2006

Anoplophora. glabripennis

Saperda vestita Proteobacteria Schloss et al., 2006
Riptortus clavatu Burkholderia sp. Kikuchi et al., 2005
Myrmeleon mobilis Wolbachia sp. y Enterobacteriaceae Dunnzgtzgtabb,

y-Proteobacteria, a-Proteobacteria,
Lymantria dispar Actinobacteria, Cytophaga sp.,
Flexibactersp.y Bacteroides sp.

Broderick et al.,
2020

Flavobacteria sp., Rhizobium sp., Borm et al. 2002
Tetraponera formicidae | Methylobacterium sp., Burkholderia sp.
y Pseudomonas sp.
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Tabla 3: Microbiota intestinal fiingica reportada para insectos barrenadores.

Insecto barrenador Microbiota fingica Fuente
Entomobrya nivalis, Orchesella
- Anslan et al.,
flavescensy Pogonognathellus | Ascomycota, Zygomycota y Basidiomycota. 2016
longicornis.
) ] Clases del filo Ascomycota: Mason et al.
Anoplophora glabripennis. ) '
Sodariomycetes y Saccharomycetes. 2017
Agrilus mali. Ascomycota y Basidiomycota. Zhang et al., 2018
L Familias del filo Ascomycota:
Acmaeops septentrioni o .
Acanthocinus aedilis, Callidium Pichiaceae, Trichocomaceae y
; 7 Saccharomycetaceae. Mohammed et
coriaceum, Trichoferus y al. 2018
campestrisy Chlorophorus —|Familias del filo Basidiomycota: !
herbstif,

Sporidiobolales, Tremellales y Meruliaceae.
Géneros del filo Ascomycota:

Xyleborus affinis, Xyleborus Ambrosiella sp., Raffaelea sp., Diplodia sp.
’ Kostovcik et al,,

ferrugineus y Xylosandrus y Fusarium sp., 2015
crassiusculus. Géneros del filo Basidiomycota:
Cryptococcus sp. y Bandoniozyma sp.
./ s 5 Géneros del filo Ascomycota:
Ios typographus, Ips cembrae, ) )
Ips sexdentatus, e lps Grosmc'a'nn/a, Oph/osroma,' Chakraborty et
Endocondiophora, Ceratocystisy al, 2020

duplicatus. ¢
Leptographium.



E Aplicaciones del estudio de la microbiota intestinal de insectos

Varias especies de bacterias y hongos producen sustancias bioactivas que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos. Como resultado de esta produccion de
antibidticos en la naturaleza se evita que los organismos susceptibles se conviertan en
dominantes en la poblacién y los productores de antibidticos obtienen la ventaja
competitiva para desarrollarse (Barton & Nortup, 2011). Esta capacidad ademas de beneficiar
al microorganismo productor representa una alternativa tanto para el control de plagas en
la agricultura, como para la busqueda de moléculas bioactivas de interés médico (Van Moll
et al,, 2021). A pesar del auge de los antimicrobianos sintéticos, la naturaleza sigue siendo
una fuente valiosa de nuevos compuestos bioactivos. De todos los antimicrobianos
actualmente en el mercado, el 69% se deriva de un compuesto natural, siendo el 97% de
estos de origen microbiano (Van Moll et al., 2021). Por ello, para aumentar las posibilidades
de encontrar nuevas moléculas bioactivas con novedosos modos de accién, es necesario
cambiar el enfoque de busqueda de las fuentes naturales extraidas a las relativamente poco
exploradas (Van Moll et al., 2021).

Una de esas fuentes potenciales de nuevos antimicrobianos son los insectos; muchos son
benéficos para las plantas al desempefar papeles importantes en la dispersion de semillas,
la polinizacion o de defensa. Por otro lado, también existen insectos dafiinos que son
considerados plagas ya que se alimentan de cultivos, productos almacenados o plantas
forestales u ornamentales (Sherman 2009). Por ende, una mejor comprensién de sus
comunidades bacterianas brinda una alternativa para renovar las estrategias de manejo de
plagas (mencionadas en la Figura 7), porque los antibioticos dirigidos a los simbiontes de
plagas para disminuir la poblacién de anfitriones pueden inducir la aparicién y propagacion
de bacterias resistentes a ellos, los estudios se han centrado en el desarrollo de procesos
alternativos a los antibidticos (Mereghetti et al., 2017).

27N

Seleccion de los
simbiontes de interés

., Restriccion del
Interrupcidn de la

L ) intercambio de
transmisién vertical .
nutrientes

~__ 7 ~_ 7 ~_ 7

Figura 7: Estrategias de manejo de plagas basadas en simbiontes de insectos.

Uso de antimicrobianos
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Los simbiontes que tienen potencial de explotacion en el control de plagas de insectos
deben tener uno de dos rasgos especificos: que el insecto dependa directamente de él o
que altere algun rasgo importante que requiera para mantener el estado de plaga (que
afecte el fenotipo del insecto), (Douglas, 2007).

Los medicamentos antibidticos representan algunas de las aplicaciones mas exitosas de los
productos naturales microbianos en la salud humana. A la luz de la batalla contra la creciente
resistencia a los medicamentos, han ganado mayor atencidon recientemente. La cantidad de
articulos publicados que cubren compuestos antimicrobianos derivados de insectos ha
aumentado constantemente durante la Ultima década (O' Brien & Wright, 2011; Van Moll
et al,, 2021).

A partir de la informacion publicada en estos articulos, es claro el interés en un grupo en
particular de simbiontes de insectos: las actinobacterias. Se ha demostrado que las
actinobacterias, y especificamente las cepas del género Streptomyces encontradas en la
microbiota intestinal de los insectos, son generalmente mas bioactivas que las encontradas
en material vegetal y el suelo (Van Moll et al.,, 2021). Desde el trabajo pionero que condujo
al aislamiento del antibiotico estreptomicina en 1943 por Waksman et al., se han descrito y
utilizado miles de compuestos producidos por este grupo para tratar infecciones. (Antoraz
et al., 2015).

Este género es relevante porque:

° Se ve implicado en la formacién de comunidades en un rango muy amplio de
insectos anfitriones.

° Se ha extraido de él mas de dos tercios de todos los compuestos antibioticos
conocidos (Chevrette et al.,, 2019).

Ademas, hay un enfoque reciente sobre el potencial de la microbiota intestinal de insectos
que producen moléculas de interés biotecnoldégico e industrial (Mufioz-Benavent et al,
2021).



V. Estrategia experimental
1 Aislamiento de microorganismos
a) Obtencion de organismos y sitio de estudio

Los organismos de estudio se colectaron en la estacion Bioldgica Chamela, UNAM, localizada
en la costa de Jalisco, México (19°30" N 105°03" W)y en los alrededores (Figura 8).

Carretera a Puerto Vallarta
L3

Bahia de
Chamela
1
; '"Estacion de Biologia
Chamela-Cuixmala, IB-UNAM
N

Fundacion Ecolégica de
Cuixmala

EN
Carretera a Manzanillo

Figura 8: Localizacion de la Estacién de Biologia Chamela
Modificado de Calderén-Cortés (2010).

Las ramas colonizadas por el insecto barrenador O. albomarginata chamela se transportaron
a la ENES Morelia y permanecieron en un invernadero con control de temperatura y
humedad en bolsas de malla hasta la obtencion de las larvas.

O. albomarginata chamela es un escarabajo longicornio (Figura 9) que corta ramas
reproductivas de 2-3 cm del arbol tropical Spondias purpurea para ovipositar y desarrollar
su progenie en ellas.

Esta especie es endémica de México; mide de 17 a 31mm de longitud y de 6.5 a 12mm de
ancho; su periodo reproductivo comienza en octubre y termina en abril. El ciclo requiere de
un periodo de 6 a 8 meses y comienza cuando los huevos son depositados bajo la corteza
de las ramas removidas; el ciclo termina con la emergencia de los adultos. Las hembras
adultas de O. albomarginata chamela son las Unicas que poseen la capacidad de cortar las
ramas reproductivas del arbol de S. purpurea para ovipositar en ellas, pero después de pocos
dias otras especies de insectos barrenadores que no tienen la capacidad de remover ramas
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toman ventaja de aquellas removidas por O. albomarginata chamela y también ovipositan
en estas ramas (Calderon-Cortés, 2010).

Figura 9: Estadios del ciclo de vida del escarabajo barrenador Oncideres albomarginata chamela
a) Estadio adulto, b) Estadio larvario. Obtenido de Calderéon-Cortés (2010).

Como parte del proyecto general, previamente se aislaron e identificaron 5 cepas de
actinobacterias y 2 cepas de hongos con la capacidad de sintetizar compuestos bioactivos a
partir del tracto digestivo de O. albomarginata chamela a partir de medios selectivos para
organismos celuloliticos usando carboximetil celulosa (CMC) como unica fuente de carbono
(Maldonado-Rodriguez, 2021).

Los aislados fungicos identificados como Penicillium sp. 'y Stagonospora sp., asi como los
aislados bacterianos identificados como Pseudoarthrobacter sp. Arthrobacter sp. y
Brachybacterium sp. se usaron para evaluar las interacciones microbianas en este estudio.

Sin embargo, para ampliar la busqueda de actinobacterias, en este trabajo se utilizd un
medio selectivo para su aislamiento, el cual permitio aislar cepas bacterianas adicionales con
la capacidad de sintesis de compuestos bioactivos y/o antibioticos.

b) Obtencion de excretas y diseccion del intestino

Para el aislamiento de microorganismos de las heces de O. albomarginata chamela se
muestrearon aquellas contenidas en las ramas donde habita; para el aislamiento de
microorganismos del tracto digestivo, las larvas que se obtuvieron del interior de las ramas
al cortarlas a la mitad se lavaron con etanol al 70% mediante la incubacion a 4°C durante 15
min para disminuir su metabolismo gradualmente y posteriormente eutanizarlas mediante
una incubacion a -20°C durante 30 min.



Después, se fijo al sujeto de los extremos longitudinales de su cuerpo a una superficie
perforable que permitiera realizar un corte en la cabeza y ano para liberar presion para
posteriormente llevar a cabo el corte longitudinal de un extremo a otro de su cuerpo que
descubriera su interior y permitiera separar el tracto digestivo (Figura 10) de la grasa y el
cuerpo.

Térax Abdomen

Cabeza

/\\_ B e,

Intestino posterior
Malpighian Ano

Figura 10: Esquema generalizado del sistema digestivo de insectos
Modificado de Imms (1934).

c) Inoculaciéon de extractos

Las muestras de excretas y los tractos digestivos disectados de las larvas se homogenizaron
de manera independiente en 1mL de Solucién Buffer de Fosfatos (PBS) estéril con pistilo de
plastico y vortex; después se centrifugaron y se realizaron diluciones seriadas (102-104) de
los sobrenadantes que finalmente se inocularon con perlas de vidrio estériles en cajas Petri
con el medio selectivo solido en campana de flujo laminar.

Para el aislamiento de actinobacterias cultivables se utilizdé el medio selectivo AIM6,
(Actinobacterial Isolation Media) de Arocha-Garza et al., (2017) que contiene 10g almidén,
1g K,HPO41g H14MgO4;S, 2g HgN,O,S, 1g NaCl, 2g CaCOs;, 0.001g FeH;,04;S, 0.001g MgCl,,
0.001g ZnSO,4 20g de agar por litro de cultivo; adicionado con acido nalidixico 50ug/mL y
nistatina 100 pg/mL para inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas y hongos
respectivamente.

Los medios inoculados se incubaron a temperatura ambiente hasta el crecimiento de
microrganismos (21 dias aproximadamente). Los microorganismos cultivados continuaron
por varias rondas de aislamiento en el mismo medio AIM6 hasta la obtencién de un cultivo
puro.

d) Caracterizaciéon morfoldgica

Los cultivos puros obtenidos se observaron en microscopio Optico para identificar su
morfologia microscopica mediante la tincion de Gram. Se seleccionaron aquellos aislados
gue tuvieran la morfologia caracteristica de actinobacterias.
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b) Evaluacion del ADN

Para verificar la integridad del ADN purificado, una alicuota del ADN se separ6 mediante
electroforesis en una matriz de agarosa de la manera que sigue:

1.

Se prepard una solucion de agarosa a 1% (p/v) para obtener un fragmento de 8,000
— 500 pb de longitud en buffer Tris-Acetato EDTA (TAE 1X). Se disolvié calentando la
mezcla por periodos cortos en horno de microondas y se atempero.

Se agregaron 0.6 pL del fluoréforo SYBR safe (1000x).

Se solidificd en charola con peines.

Se monto el gel en camara de electroforesis, se retiraron los peines y se cubrieron
con el buffer TAE 1X.

En un trozo de Parafilm se mezclaron las muestras de ADN extraido con el Buffer de
carga 10X (lul por cada 6 pl de ADN en solucién) que contiene glicerol, azul de
bromofenol y el xylene cyanol que indican la movilidad del ADN en el gel.

Se cargaron las mezclas en los pocillos hechos por los peines, dejando en el primero
el marcador de peso molecular (M).

Se cerré la camara y se aplicd una corriente de 80V (Figura 12).

Se detuvo cuando el azul de bromotimol migré % partes del gel.

Se extrajo el gel para fotodocumentarlo en un transiluminador de UV.

~

o N il 4
Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa

b) Cuantificaciéon de ADN

Mediante fluorometria se obtuvo la concentracién precisa de ADN de doble hebra
presente en cada extraccion haciendo uso del equipo Invitrogen Qubit 4 (life technologies)
con el kit Qubit dsADN HS Assay gue contiene fluoréforos selectivos que emiten luz bajo
la exposicion UV sélo cuando se unen al ADN.

El procedimiento realizado fue:



1. Se preparé la solucion de trabajo (Figura 13) en relacién 1:200 de fluorédforo y Buffer
para mezclar 199uL de ésta por cada plL de muestra y en relacion 10:200 para cada
estandar.

2. Se calibré el equipo al leer ambos estandares para que después apareciera la curva
de concentracion en la pantalla que abarca el intervalo de cuantificacion de 0.2 a
100ng/pL.

3. Se midi¢ la absorbancia de cada muestra; el quipo realizé el calculo de concentracion
y las ubicé en la gréfica (Invitrogen, 2021).

Qubit dsDNA assay
Standards dilution Sample dilution

= = § £| standards ; Samples
7 : l g & (o ¥ (1-20 L)
+ — || # = =
[ Q \\
DMSO  Working ﬁ ﬁ ﬂ ﬂ
\ VIR,

dye stock  solution J \/

Figura 13: Preparacién de muestras y estandares para cuantificar ADN
Modificado de Invitrogen (2021).

¢ Amplificacién de ADN

La identificacion taxondmica de procariontes comienza con la amplificaciéon de la region
conservada V3-V4 del gen ribosomal 16S mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR), la cual requiere de un juego de primers u oligonucleotidos cebadores especificos. En
este caso se usaron los primers Bakt 341F (5'-CCT ACG GGN GGC WGC AG-3') y Bakt 805R
(5'-GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC-3") y el sistema comercial Terra PCR Direct Polymerase
Mix (Takara Bio, USA, Inc.)

La mezcla de reaccion se prepard en microtubos de 0.2 ml estériles de la siguiente manera:

© 0.1 yl Terra Polymerase (1.25U/ul)

© 12.5 ul Buffer 2X Terra PCR Direct Buffer con Mg?*, dNTPs (2X)
°  0.5pl Primer Bakt 341F

°  0.5ul Primer Bakt 805R

° 10.4 pl H,O Destilada, Desionizada y Estéril (DDE).

La mezcla de reaccion se llevé al termociclador Master Cycler, Epperdorf, USA y se realizo la
amplificacién por PCR bajo las siguientes condiciones:

°  Desnaturalizacién inicial a 98°C/3 min

°  Desnaturalizacion 98°C/15s

°  Alineamiento de los primers (Tm) 61°C/30s 30 ciclos
°  Extensién 68°C/30s

°  Extensién final 68°C/5min

Concluida la amplificacion, los resultados de la PCR se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% como se describid anteriormente.



d) Limpieza de productos de PCR

Una vez obtenidos los productos de PCR de banda Unica de 450 pb aproximadamente, se
deben retirar el resto de los componentes (nucleétidos no incorporados) de la reaccion
previa al filtrarlos en la matriz cromatografica. Para ello, se prepararon microcolumnas con
200uL de Sephacryl S-300HR, se centrifugaron a 2800rpm/3min, posteriormente se
agregaron 200uL de H,O DDE y se centrifugaron a 2800rpm/3min. Una vez que las columnas
se encontraban equilibradas (cuando se recuperé el mismo volumen de agua que se agrego),
las muestras se cargaron en las columnas equilibradas, las cuales se centrifugaron a
2800rpm/3min para la recuperacion de las muestras purificadas.

e) PCR de secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se prepard con 2 pL de Buffer de secuenciacion BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA, Inc), 1 L del primer Reverse Bakt 805R, 1 yL de
producto de PCR limpio y se aforé a 10uL con H,O DDE. Las temperaturas en el
termociclador fueron: 96°C/1min; seguido por 30 ciclos a 96°C/10s, 50°C/5s y 60°C/4min:
para finalizar en 10°C.

f) Purificacion de productos de PCR de secuenciacion

Los productos de la reaccion de secuenciacion se filtraron en columnas Invitrogen Centri-
Sep Spin Columns con la matriz cromatografica Sephadex G-50 preparadas con 800 uL de
H,O DDE, las cuales se hidrataron 4hr a temperatura ambiente. Las columnas se colocaron
en tubos receptores y se centrifugaron a 3000rpm/3min, se decantaron y se volvieron a
centrifugar a 3000rpm/1min y se cambiaron a un tubo nuevo estéril de 1.5 mL. Se colocaron
10uL de H20O DDE en los tubos que contenian los productos de la PCR de secuenciacion y
el contenido total se depositd en las columnas Sephadex G-50 centrifugando a 3000
rpm/3min. Las muestras se secaron a 32°C/15min, para después resuspenderlas en 13uL de
HiDi (Formamide Applied Biosystems).

g) Secuenciacion de Sanger por electroforesis capilar

Los productos de la PCR de secuenciacion purificados se cargaron en una placa de 96 pozos
y se llevaron al secuenciador Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer en el laboratorio de
Ecologia Molecular de la ENES Morelia, Para llevar a cabo el proceso automatizado de
electroforesis capilar en una matriz de poliacrilamida y lectura de fluoréforos.

h) Edicion de secuencias

Los cromatogramas obtenidos del secuenciador fueron editados en el programa BioEdit
(Hall, 1999) para determinar la calidad de cada secuencia de nucle6tidos revisando
graficamente a partir de la intensidad y el traslape de los picos en el cromatograma.



Estrategia experimental

i) Analisis bioinformatico

Para la asignacion taxondmica se realizo el analisis de las secuencias mediante busquedas
en las bases de datos Basic Local Alignment Search Tool del National Center for
Biotechnology Information (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y SILVA
(https://www.arb-silva.de/. U).



about:blank
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3 Ensayos in vitro de interacciones microbianas: inhibicién fungica
mediada por actinobacterias

Inicialmente se generaron cultivos primarios de las actinobacterias en el medio en el cual
fueron aisladas; medio selectivo para microorganismos celuliticos CMC (Carboximetil
celulosa) o medio AMI6, seguin corresponda, asi como de los hongos simbiontes en el medio
CMC compuesto por: 1.9g K;HPO,, 0.94g KH,PO,, 1.6g KCl, 1.43g NaCl, 0.15g NH,Cl, 0.037g
MgSO,4+7H20, 0.017g CaCl,+2H,0, 0.1g de extracto de levadura, 10g CMCy 20g de agar por
litro de acuerdo con Cazemier et al. (2017) y de los hongos entomopatdgenos en el medio
agar papa dextrosa (PDA) compuesto por: extracto de 4g papa, 20g dextrosa 'y 1.5g agar por
litro.

Para determinar el tipo de interacciones que establecen las actinobacterias intestinales se
realizaron dos ensayos distintos:

a) De los hongos simbiontes

Cada actinobacteria aislada e identificada del intestino de O. albomarginata chamela:
Streptomyces sp., Brachybacterium sp., Pseudoarthrobacter sp. y Arthrobacter sp. con los
hongos simbiontes Penicillium sp.y Stagonospora sp. en medio CMC (Figura 14).
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Figura 14: Esquema de ensayos de interacciones microbianas entre simbiontes

b) De los hongos entomopatdégenos

La Unica actinobacteria que mostrd inhibicion en el ensayo con los hongos simbiontes
(Streptomyces sp.), frente a los hongos entomopatdgenos Beauveria bassianay Metarhizium
anisopliae en PDA,; a su vez, se probaron dos condiciones distintas I) inoculacién simultanea
y II) con ventaja de crecimiento para la bacteria realizando la inoculacion del hongo después
de incubar la bacteria 7 dias.

En ambos ensayos se analizé el tipo de interaccién utilizando una técnica modificada de
Arango et al,, (2016) colocando un trozo de agar del cultivo primario del hongo, obtenido
con pipeta Pasteur estéril (0.5cm didmetro) en el centro de la placa Petri con 20uL del cultivo
liquido en caldo nutritivo de cada actinobacteria en las cuatro esquinas alrededor del hongo
(Figura 15).



Estrategia experimental

Figura 15: Esquema de los ensayos realizados del crecimiento de los hongos frente a las actinobacterias.
El cultivo primario del hongo, tomado con pipeta Pasteur, es representado por un circulo al centro de la placa
Petri; las estrellas indican los 4 puntos donde se inocul6 con 20 pL del cultivo liquido de actinobacterias.

Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente por los periodos de tiempo que siguen:

© 15 dias para Penicillium sp.

° 21 dias para Stagonospora sp. Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae por
inoculacion simultanea

© 28 dias para Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae por inoculacion del hongo
después de incubar la bacteria 7 dias (ensayo II).

Cada interaccion se probo por cuadruplicado incluyendo un control negativo también por
cuadruplicado para comparar el crecimiento (area en cm?) del hongo en ausencia de las
diferentes especies de actinobacterias; para ello se inoculé un trozo de agar del cultivo
primario de hongo al centro de la placa y se incubd en las mismas condiciones que los
ensayos de interacciones.

Se registraron los datos de crecimiento de cada uno de los hongos semanalmente hasta que
ocupara la totalidad de la placa. Los datos de crecimiento se analizaron comparando la
diferencia de crecimiento (area) del hongo en el tratamiento con el control negativo (sin
interaccion) y el crecimiento del hongo frente a cada una de las especies de actinobacterias
interactuantes. El area de crecimiento de los hongos se calculé utilizando el programa
Image/ (Schneider et al., 2012)

En total se evaluaron diez interacciones: dos hongos simbiontes con cuatro géneros de
Actinobacterias (Streptomyces sp, Pseudoarthrobacter sp. Arthrobacter sp. 'y
Brachybacterium sp.); asi como de dos hongos entomopatdégenos con un género de
actinobacterias (Streptomyces sp).
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Resultados

De los aislados obtenidos, inicialmente se descartaron aquellos de morfologia caracteristica
de hongos (V, IX y X). Del remanente, se realizo la tincion de Gram a los aislados con textura
identificada como dura (I, II, III, VIII, XI, XII y XIII). Las caracteristicas microscopicas de estos
aislados se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Morfologia microscépica de los aislados bacterianos de textura identificada como dura

Clave | Gram Forma Tamafio | Agrupacion
I + Bacilar Pequefio Cadena
I - Cocoide Grande Cadena
11+ + Filamentosa | Grande Aislada
VIIT* + Cocobacilar | Pequefio Aislada
XI + Bacilar Grande Empalizada
XII* + Filamentosa | Grande Enredada
XIII* + Bacilar Pequeno Enredada

*Aislados de morfologia microscépica tipica de actinobacterias.

A partir de las observaciones en el microscopio de estos aislados, se identificaron 6 cepas
bacterianas Gram positivas (I, III, VII, XI, XII y XIII) y 1 cepa bacteriana Gram negativa (II).



2 Identificacion molecular de los aislados bacterianos

El proceso de identificacién molecular se realizé solo a los aislados bacterianos de
caracteristicas microscopicas tipicas de actinobacterias: Gram positivos filamentosos y
cocobacilares (III, VIII, XII y XIIT). Comenzando con la purificacién de ADN y corroborando su
extraccion mediante la electroforesis en gel de agarosa (Figura 16).
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Figura 16: Analisis electroforético del ADN purificado de los aislados bacterianos Gram positivos
filamentosos o cocobacilares obtenidos del tracto digestivo de Oncideres albomarginata chamela.

En la matriz electroforética los nucleétidos se ubican en forma de bandas; en la parte superior las de mayor peso
molecular (>15,000 pb) correspondientes al ADN (indicado con una flecha) y en la parte inferior aquellas de
menor peso molecular (entre 1,500 y 100 pb) correspondientes al ARN ribosomal (indicados con una llave).
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe (BIO-RAD Laboratories). M= Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus ADN Ladder (Invitrogen); 1= 5 pl de ADN del aislado III; 2=5 ul de ADN del aislado VIII; 3=
5 pl de ADN del aislado XIII; 4=5 pl de ADN del aislado XIIL

El ADN purificado presento variacidon en la concentracion, pero para las cuatro cepas el ADN
purificado fue de alto peso molecular, indicando su integridad (Figura 16). Especificamente,
a partir de la cuantificacion de ADN por fluorometria, se obtuvo el valor de la concentracion
de ADN presente en cada extracto (Tabla 6) calculando a partir de las lecturas por duplicado
de la absorbancia de cada uno (absorbancia tedrica) para promediarlo (absorbancia
calculada), y aplicando la proporcionalidad que sigue:

[ADN] = Abs. calculad_a
[St]/Abs.Stx

Donde:

[ADN]: Concentracion de ADN en ng/uL

Abs. Stx : Promedio de 3 lecturas de la absorbancia de la solucion estandar

[St]: Concentracion de la solucion estandar = 10 ng/uL



Resultados

Se obtuvieron concentraciones de 10-31 ng/ulL (Tabla 6).

Tabla 6: Valores de absorbancia y concentracién de ADN obtenidos mediante fluorometria

Absorbancia
Aislado Tedricas calculada | ADN [ng/pL]
il 41.20 44.60 42.90 10.10
VIII 67.20 | 67.40 67.30 31.65
XII 52.80 | 52.80 52.80 1243
Xl 42.60 42.80 42.70 10.05

A partir de la amplificaciéon del gen ribosomal 16S, se obtuvo el fragmento esperado de
450pb aproximadamente para los 4 aislados bacterianos analizados (Figura 17).
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Figura 17: Analisis electroforético de los productos de la reaccion de amplificacién de un fragmento del
gen ribosomal 16S de los aislados bacterianos Gram positivos filamentosos o cocobacilares obtenidos del
tracto digestivo de Oncideres albomarginata chamela.

En la parte central de la matriz electroforética se ubican en forma de bandas los productos esperados de 450 pb
(indicados con una flecha) y en las partes superior e inferior se encuentran restos del ADN bacteriano de distintos
pesos moleculares. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe (BIO-RAD Laboratories). M=
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus ADN Ladder (Invitrogen); 1= 3.5 pl de la PCR del aislado III; 2=3.5 pl de la
PCR del aislado VIII; 3= 3.5 ul de la PCR del aislado XIII; 4=3.5 pl de la PCR del aislado XII.

A partir de la limpieza de los productos de la PCR, se obtuvo una banda Unica (450 pb), la
cual se secuencio para la identificacién molecular de los aislados (Figura 18).



Figura 18: Analisis electroforético de la limpieza de la reaccion de amplificacion de un fragmento del gen
ribosomal 16S de los aislados bacterianos Gram positivos filamentosos o cocobacilares obtenidos del
tracto digestivo de Oncideres albomarginata chamela.

En la parte central de la matriz electroforética se ubican en forma de bandas los fragmentos de 450 pb puros
(indicados con una flecha). Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe (BIO-RAD Laboratories).
1= 2 pl de la PCR purificada del aislado II; 2=2 pl de la PCR purificada del aislado VIII; 3= 2 pl de la PCR purificada
del aislado XIII; 4=2 pl de la PCR purificada del aislado XII.

A partir de la secuenciacion de los 4 productos de amplificacion, se logré obtener 3
secuencias de ADN (VII, XII y XIII) de calidad suficiente para llevar a cabo el andlisis
bioinformatico. Las secuencias de nucleotidos resultaron:

° VIIL

AGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGGATGTTCCTCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTA
CACCAGGAATTCCGCTACCCTCTACCACACTCTAGTCGTCCAGTTTCCACTGCAGTTCCCAGGTT
GAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACTTAAACAACCACCTACGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCC
GAGTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTT
TGGGTACCGTCATCCCAACCAGGTATTAGCCGGCTGGATTTCTTTCCCAACAAAAGGGCTTTACA
ACCCGAAGGCCTTCTTCACCCACGCGGTATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTC
CCCACTGC

° Xl

CTCAGCGTCAGTATCGGCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATT
TCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGA
CCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCC
AATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGC
GCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGC
CGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGC



Resultados

° Xl

GACGGAACAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTGCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACA
CTCGCAGTTCCGCTGTCCTCTTCCGGTCTCAAGTCTTCCAGTATCGAAGGCCATTCTGTGGTTGAG
CCACAGGCTTTCACCCCCGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCCCTTTACGCCCAGTGATTCCGAG
CAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTATTCCTCC
GGTACCGTCATTATCGTCCCGGAGAAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCGTCATCACTCACGCG
GCATGGCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGC

Los resultados de la busqueda en la biblioteca de Basic Local Alignment Search Tool del
National Center for Biotechnology Information (BLAST NCBI) indican similitudes superiores
al 99% con secuencias de otras bacterias aisladas e identificadas taxondmicamente
depositadas previamente en el Genbank (Tabla 7).

Tabla 7: Clasificacién taxonémica asignada por BLAST NCBI de las secuencias obtenidas

Clave Filo Clase Orden Familia Género ID %

VIII | Proteobacteria [Gammaproteobacteria| Xanthomonadales | Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas| 100

X |Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales | Streptomycetaceae Streptomyces | 100

XIII | Proteobacteria| Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae| Methylobacterium |99.73

Estos resultados se confirmaron (Tabla 8) mediante la asignacién taxondmica en la base de
datos SILVA (Quast et al.,, 2013).

Tabla 8: Resultados de la asignaciéon taxonémica realizada en la base de datos SILVA

Clave Resultado del alineamiento ID %

Bacteria;"Proteobacteria”;Gammaproteobacteria;

VI Xanthomonadales;Xanthomonadaceae; Stenotrophomonas 100
Bacteria;"Actinobacteria";Actinobacteria;Actinobacteridae;
X Actinomycetales;Streptomycineae;Streptomycetaceae; 100
Streptomyces
X1 Bacteria;"Protecbacteria”;Alphaproteobacteria;Rhizobiales; 98

Methylobacteriaceae; Methylobacterium




El analisis filogenético de las secuencias obtenidas en este estudio y de las secuencias de las
especies mas cercanas filogenéticamente, indica que el aislado XII asignado al género
Streptomyces, se agrupa con la especie Streptomyces rochei; mientras que los aislados VIII
y XIII forman un linaje independiente dentro de los géneros en los que fueron clasificados
(Figura 19), es decir que presentan diferencias genéticas respecto a las secuencias de
bacterias conocidas y depositadas en bases de datos publicas.
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Figura 19: Arbol filogenético de los aislados bacterianos obtenidos de Oncideres albomarginata chamela
Las zonas sombreadas indican la asignacién por similitud de cada aislado: en amarillo al aislado VIII; en azul al
aislado XII'y en rosa al aislado XIIL EL arbol filogenético se editd con el programa TreeGraph_2.15.0-887_beta.



Resultados

De los 3 aislados bacterianos identificados genéticamente, sélo el aislado XII (Streptomyces
sp.) pertenece al grupo de las actinobacterias. Este aislado presenta una morfologia macro
y microscopica caracteristica del grupo (Figura 21).

Figura 20: Morfologia macro y microscopica del aislado bacteriano obtenido del tracto digestivo de
Oncideres albomarginata chamela identificado genéticamente como Streptomyces sp.
a) Cultivo puro a los 7d de incubacién en AIM6 realizado por estria simple; b) Tincién Gram observada a 100x.



3 Ensayos in vitro de interacciones microbianas: inhibicion fungica
mediada por actinobacterias

a) De los hongos simbiontes

Los cultivos primarios puros de cada actinobacteria incubados durante 7 dias a condiciones
ambientales desarrollaron diferente morfologia (Figura 21).

Figura 21: Crecimiento de actinobacterias a los 7 dias de incubacién
Inoculaciéon por estria simple en CMC. a) Streptomyces sp.; b) Pseudoarthrobacter sp.; c) Arthrobacter sp.; d)
Brachybacterium sp.

Penicillium sp.

Los ensayos de la interaccion del hongo con los 4 aislados de las actinobacterias indican
diferencias en el crecimiento del hongo respecto al control, tanto a los 7 dias de inoculacién
(Figura 22) como a los 15 dias (Figura 23). El control mostrd un crecimiento radial uniforme
mientras que en presencia de las actinobacterias el crecimiento del hongo fue irregular y
disperso como consecuencia de una esporulacién profusa, particularmente para los cultivos
del hongo frente a Streptomyces sp. (Figura 23a).



Resultados

Figura 22: Ensayo de crecimiento del hongo Penicillium sp. frente a las actinobacterias a los 7 dias de
incubacion

Al centro de la placa Petri se ubica un trozo del cultivo primario del hongo y a las 4 esquinas de éste 20puL del
cultivo liquido de cada actinobacteria. a) Streptomyces sp.; b) Pseudoarthrobacter sp.; c) Arthrobacter sp.; d)
Brachybacterium sp. ) Control negativo del hongo con el mismo tiempo de incubacion. Cultivados en CMC

Figura 23: Ensayo de crecimiento del hongo Penicillium sp. frente a las actinobacterias a los 15 dias de
incubacion

Al centro de la placa Petri se ubica un trozo del cultivo primario del hongo y a las 4 esquinas de éste 20uL del
cultivo liquido de cada actinobacteria. a) Streptomyces sp.; b) Pseudoarthrobacter sp.; c) Arthrobacter sp.; d)
Brachybacterium sp. ) Control negativo del hongo con el mismo tiempo de incubacién. Cultivados en CMC.



Stagonospora sp.

Los ensayos de la interaccién del hongo con los 4 aislados de las actinobacterias no
mostraron diferencias en la forma de crecimiento del hongo respecto al control a lo largo
de todo el tiempo de incubacién (7, 15 y 21 dias; Figura 24, 26 y 27 respectivamente). Sin
embargo, el aislado bacteriano Streptomyces sp. indujo el menor crecimiento del hongo en
el ultimo periodo de incubacién (Figura 27a).

Figura 24: Ensayo de crecimiento del hongo Stagonospora sp. frente a las actinobacterias a los 7 dias de
incubacion

Al centro de la placa Petri se ubica un trozo del cultivo primario del hongo y a las 4 esquinas de éste 20uL del
cultivo liquido de cada actinobacteria. a) Streptomyces sp.; b) Pseudoarthrobacter sp.; c) Arthrobacter sp.; d)
Brachybacterium sp. e) Control negativo del hongo con el mismo tiempo de incubacién. Cultivados en CMC.



Resultados

Figura 25: Ensayo de crecimiento del hongo Stagonospora sp. frente a las actinobacterias a los 15 dias de
incubacion

Al centro de la placa Petri se ubica un trozo del cultivo primario del hongo y a las 4 esquinas de éste 20puL del
cultivo liquido de cada actinobacteria. a) Streptomyces sp.; b) Pseudoarthrobacter sp.; c) Arthrobacter sp.; d)
Brachybacterium sp. e) Control negativo del hongo con el mismo tiempo de incubacién. Cultivados en CMC.

Figura 26: Ensayo de crecimiento del hongo Stagonospora sp. frente a las actinobacterias a los 21 dias de
incubacion

Al centro de la placa Petri se ubica un trozo del cultivo primario del hongo y a las 4 esquinas de éste 20puL del
cultivo liquido de cada actinobacteria. a) Streptomyces sp.; b) Pseudoarthrobacter sp.; ¢) Arthrobacter sp.; d)
Brachybacterium sp. e) Control negativo del hongo con el mismo tiempo de incubacién. Cultivados en CMC.



La media del area calculada, el error estandar y los datos de contraste del crecimiento de los
dos hongos simbiontes, tanto los controles negativos como con los tratamientos frente a las
4 actinobacterias probadas en cada periodo de incubacién se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9: Crecimiento de los hongos simbiontes frente a las actinobacterias

Tiempo de . Crecimiento* y Estadisticos del
Hongo 5 Az Tratamiento p
incubacion error estandar contraste
Control 8.666 + 0.28
Arthrobacter sp. 7114078 F,,=162 |P=0.1104
7 dias Brachybacterium sp. 7791052 F,=780 P=01878
Pseudoarthrobacter
sp. 1378+ 181 F,,=350 P =0.0315
. SUEPIOMYCESSP- 1101 4+ 182 F =221 |P= 02498
Penicilfium sp.
Control 63610 F,,=00 P=09915
Arthrobacter sp. 6361+0 F,=00 P=09915
15dias | Brachybacterium sp. 636140 F =00 p= 09915
Pseudoarthrobacter
sp. 6361+0 F,=00 P=09915
SUEPIOMYCESSP- 55152+ 334 F,= 130.94 P < 0.0001
Control 3.876 + 0.21
AAIODACErsp. | 4 4o+ 077 F,,= 047 P =05186
7dias  Brachybacteriumsp. 3 7334 064 F, =005 P= 08381
Pseudoarthrobacter
sp. 4248 £ 042 F =063 |P=04580
SUEPIOMYCESSP- 576+ 044 F =519 |P=0.0629
Control 532 + 0.29
Arthrobactersp. | cqg . 02y F =320 |p=01278
Stagonospora . .
sp. 15dias  Brachybacterlimsp. g3, 070 F, =030 P= 06050
Pseudoarthrobacter
sp. 3655+ 071 F,,=471 |P=00730
SUEPIOMYCESSP- 5316+ 011 Fy,= 000 |P=0.9915
Control 6361+0 F,=00 |P=09915
Arthrobacter sp. 636150 F,=00 P=09915
21 dias  |Brachybacterium sp. 6361+0 F =00 P = 09915
Pseudoarthrobacter
sp. 63610 F,,=00 P=09915
SUEPIomycessp. | g3 4 058 F,,=8147.72P < 0.0001

* Media en cm? y error estandar del crecimiento del control vs el crecimiento del hongo frente a las diferentes

actinobacterias
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Estos resultados indican que las cepas bacterianas Arthrobacter sp., Brachybacterium sp., y
Pseudoarthrobacter no tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre el
crecimiento de los hongos Penicillium sp. y Stagonospora sp en ningun periodo de
incubacién probado, con excepcidn de Brachybacterium sp. que generé mayor crecimiento
de Penicillium sp. a los 7 dias de incubacién, pero este estimulo inicial se perdié al final del
ensayo (Tabla 4). Por su parte, la cepa Streptomyces sp. fue la Unica actinobacteria que, en
el ultimo periodo de incubacién de los ensayos con cada uno de los hongos, mostré un
efecto estadisticamente significativo sobre el crecimiento de ambos hongos (Penicillium sp.
y Stagonospora sp.)

Especificamente, Streptomyces sp. mostré inhibicion del crecimiento de ~56 y 38 cm? para
Stagonospora sp. y Penicillium sp. respectivamente (Figura 28).
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Figura 27: Inhibicién mostrada por los hongos simbiontes frente a Streptomyces sp.
Resultado de comparar el crecimiento del control vs el tratamiento. En el eje horizontal se ubica el tiempo de
incubacion; en el eje vertical se expresa el area de inhibicién en cm?.



b) De los hongos entomopatégenos

Debido al efecto de inhibicién mostrado por Streptomyces sp., se examino el crecimiento de
esta cepa bacteriana en PDA en el cual el aislado bacteriano mostré una morfologia colonial
distinta a la observada en los medios AIM6 y CMC (Figura 28); tanto la elevacion como el
borde se volvieron irregulares y obtuvo un color marrén al reverso en PDA, caracteristica
gue coincide con los miembros del género que han sido reportados previamente como
productores del pigmento melanina (EI-Naggar & El-Ewasy 2017; EI-Naggar & Saber 2022;
Samarasinghe et al. 2018; Dastager. et al 2006; Periyasamy et al., 2018).

Figura 28: Crecimiento de Streptomyces sp. a los 7 dias de incubacion en diferentes medios
a)- b) Anverso y reverso en PDA; c) Anverso en AIM6 d) Anverso en CMC. Se inoculd 100uL de la bacteria en
caldo nutritivo al centro y se extendi6 con asa de Digralsky.

Beauveria bassiana

Los ensayos por cuadruplicado de la interaccion sin y con ventaja de tiempo para la bacteria
(I y I respectivamente) entre Streptomyces sp. y el hongo presentaron diferencias en el
crecimiento del hongo respecto al control negativo siendo el de éste Ultimo visiblemente
mayor, tanto a los 7, 15y 21 dias de incubacion (Figura 29). Sin embargo, el crecimiento del
hongo no mostré diferencias en el crecimiento entre los dos ensayos (con y sin ventaja de
tiempo) en ningiin momento del periodo de incubacion.
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En los primeros 7 dias de incubacion (Figura 29a) presentd un crecimiento lento, y de
caracteristicas morfoldgicas tipicas de la especie tanto en presencia de la actinobacteria
como en el control negativo; mientras que Streptomyces sp., presentd un crecimiento
rapido y un cambio de coloracion del medio.

A los 15 dias de incubacion (Figura 29b) B. bassiana presentd un mayor crecimiento en el
control negativo, al ocupar casi la totalidad de la placa mientras que en presencia de
Streptomyces sp. fue notablemente menor.

A los 21 dias de incubacion (Figura 29¢) B. bassiana ocupé la totalidad de la placa mientras
que en presencia de Streptomyces sp. no presentd cambios significativos respecto a los 7
dias previos de incubacion.

La media del area calculada, el error estandar y los datos de contraste del crecimiento del
hongo entomopatogeno Beauveria bassiana, tanto el control negativo como con los
tratamientos frente a las 4 actinobacterias probadas en cada periodo de incubacién se
presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Crecimiento del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana frente a Streptomyces sp.

Tiempo de Crecimiento* Estadisticos del
incubacion| Control | Tratamiento contraste
Ensayo tipo I
7d 1217+ 0.28| 975+ 163 | Fie=214 | P=0.1939
15d 2849+ 0.64 | 11.54 + 1.33 |Fy13= 131.44| P< 0.0001
21d 33.97+ 0.74 | 1295 + 1.84 |Fi5=112.04| P < 0.0001
Ensayo tipo II
7d 1217+ 028 | 7.52 £ 055 [F3=56.20 P =0.0003
15d 2849+ 064 | 1144+ 117 ;5= 163.16 |P< 0.0001
21d 3397+ 0.74 | 13.51+184 Fg=9929 |P<0.0001

*‘Media en cm?y error estandar del crecimiento del control vs el crecimiento del hongo frente a Streptomyces sp.

Estos resultados indican que Streptomyces sp. tuvo un efecto significativo sobre el
crecimiento de Beauveria sp. a partir de los 15 dias de incubacion para el ensayo donde la
bacteria no tuvo ventaja en crecimiento (I), y durante la duracion de todo el ensayo para el
caso que la bacteria tuvo ventaja en el crecimiento (II). Este efecto se clasifica como un efecto
inhibitorio ya que generd una disminucién en el crecimiento del hongo respecto a la
comparacién de los valores de inhibicién entre ambos ensayos (sin y con ventaja), los
resultados del analisis estadistico indican que no hay diferencia significativa entre los
ensayos, es decir, el efecto de inhibicién es similar en ambos ensayos (Figura 30).
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Figura 30: Inhibicién mostrada por el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana frente a
Streptomyces sp.
Resultado de comparar el crecimiento del control vs el tratamiento. En el eje horizontal se ubica el tiempo de
incubacién en los dos tipos de ensayos (I: inoculaciéon simultanea; II: con 7 dias de ventaja de crecimiento de la
actinobacteria); en el eje vertical se expresa el area de inhibiciéon en cm2.

Metarhizium anisopliae

La interaccion con Streptomyces sp. mostré menor crecimiento del hongo en presencia de
la actinobacteria respecto al control en ambas condiciones (con y sin ventaja para la bacteria;
[ y II respectivamente) a lo largo de todo el periodo de incubacién, pero contrario a lo
observado para B. bassiana, la ventaja de crecimiento de 7 dias para la actinobacteria tuvo
un efecto mayor sobre el crecimiento del hongo, ya que en este tratamiento el crecimiento
es menor durante todo el periodo de incubacion (Figura 31).

El micelio aéreo de Metarhizium anisopliae cambi6é de color a lo largo del periodo de
incubacién, siendo de color verde pino en los primeros 15 dias de incubacion (Figuras 31lay
b) y verde oscuro en la tercera semana de incubacién (Figura 31c), lo cual esta relacionado
con la esporulaciéon (Raza et al.,2019).

En los primeros 7 dias de incubacion (Figura 31a) el hongo presentd caracteristicas
morfoldgicas tipicas de la especie tanto en presencia de la actinobacteria como en el control
negativo; sin embargo, en presencia de Streptomyces sp. el crecimiento fue
significativamente menor que en el control.
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A los 15 dias de incubacion (Figura 31b) M. anisopliae ocup?d casi la totalidad de la placa;
mientras que en presencia de Streptomyces sp., el crecimiento fue significativamente
menor especialmente en el modelo de ensayo II (con ventaja de 7 dias de crecimiento
para la actinobacteria), en donde no sélo se vio limitado el crecimiento sino también
ocurri6 el cambio de tonalidad del micelio aéreo; no observado en el modelo se ensayo
I (sin ventaja de crecimiento).

Al cumplir los 21 dias de incubacién (Figura 31c) el micelio aéreo de M. anisopliae cambid
de tonalidad tanto en el control negativo como en el modelo de ensayo I (sin ventaja de
crecimiento). El crecimiento del control negativo ocupd la totalidad de la placa mientras que
en presencia de Streptomyces sp. fue visiblemente similar al de los 15 dias de incubacion en
ambos modelos de ensayo.

El analisis estadistico del crecimiento de M. anisopliae frente a Streptomyces sp. al igual que
para B. bassiana indica que la actinobacteria tuvo un efecto significativo sobre el crecimiento
del hongo a partir de los 15 dias de incubacion para el ensayo I (sin ventaja) y durante todo
el tiempo de incubacién para el ensayo II (con ventaja), mostrando efectos de inhibicién
(Tabla 11).

Tabla 11: Crecimiento del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae frente a Streptomyces sp.

Tiempo de Crecimiento® Estadisticos del
incubacion | Control | Tratamiento contraste
Ensayo tipo 1
7d 2134+ 476| 1231 + 255 | F13=2.79 | P =0.1456
15d 40.31+ 1.08 | 16.03 + 2.08 |F1 5= 107.61 P < 0.0001
21d 48.891+1.71| 18.04 + 2.58 |F13= 112.04/P < 0.0001
Ensayo tipo II
7d 2134+ 476 | 5412+ 149 |F15=10.19 |P =0.0188
15d 40.31+ 1.08 | 6.92+ 1.07 |F15= 481.34 P < 0.0001
21d 48.891+1.71| 8.169+0.74 |F15= 478.13/P < 0.0001

*‘Media en cm? y error estandar del crecimiento del control vs el crecimiento del hongo frente a Streptomyces sp.



Sin embargo, la comparacion de resultados de ambos ensayos (sin y con ventaja), indican
que en este caso la inhibicién del crecimiento del hongo M. anisopliae fue significativamente
mayor par el ensayo II a partir de los 15 dias de incubacion (Figura 32).
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Figura 32: Inhibicién mostrada por el hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae frente a
Streptomyces sp.
Resultado de comparar el crecimiento del control vs el tratamiento de manera independiente para cada uno de
los periodos de incubacion. El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (P < 0.0001). En el eje
horizontal se ubica el tiempo de incubacion en los dos tipos de ensayos (I: inoculacion simultanea; II: con 7 dias
de ventaja de crecimiento de la actinobacteria); en el eje vertical se expresa el area de inhibicién en cm?.
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VII. Discusion

La simbiosis bacteriana alguna vez se consideré un fendmeno raro, pero cada vez mas se
entiende como un aspecto omnipresente en la vida de los insectos (O'Brien & Wright, 2011).
Uno de los grupos bacterianos mayormente representados en la microbiota intestinal de los
insectos es el de las actinobacterias que contienen numerosos conjuntos de genes
biosintéticos (BGC) codificadores de enzimas capaces de participar en la degradacién de
sustratos de plantas y hongos, en el suministro de nutrientes esenciales, en la regulacion de
la respuesta inmune y en la detoxificacién de compuestos; asi como también contribuyen
en la proteccién contra depredadores y patdgenos a través de la produccion de agentes
antimicrobianos (Murphy et al., 2021). En el presente proyecto se propuso aislar (mediante
un medio de cultivo selectivo) e identificar por métodos moleculares que utilizan marcadores
universales, las actinobacterias presentes en el tracto digestivo y en las excretas del
escarabajo barrenador Oncideres albomarginata chamela para después analizar los tipos de
interacciones insecto-actinobacterias que tienen lugar en el tracto digestivo y su posible
efecto protector ante infecciones fungicas.

De los 14 cultivos puros extraidos 4 mostraron morfologia tipica de actinobacterias al
observarlas al microscopio: cocobacilos o filamentos Gram positivos. La amplificacion del
gen ribosomal 16S de 3 de los 4 aislados fue de calidad suficiente para identificarlos al nivel
de género mediante la asignacion taxondmica en la base de datos SILVA (Quast et al., 2013),
resultando en la identificacion de cepas de los géneros: Stenotrophomonas sp.,
Methylobacterium sp., y Streptomyces sp. con un porcentaje de identidad de 100, 99.73 y
100 respectivamente; siendo la Ultima la Unica que pertenece al grupo de las actinobacterias.

Stenotrophomonas sp. aislada de las excretas, es una bacteria Gram negativa o Gram
variable (Sipriyadi et al., 2020) que ha sido encontrada previamente en microbiomas de la
saliva de algunos insectos, en el intestino medio de la garrapata Dermacentor silvarum
(Duan et al.,, 2020), y en el intestino de la mosca Stomoxys calcitrans, para la cual se ha
sugerido una funcién protectora ante hongos entomopatégenos (Moraes et al., 2014). Sin
embargo, no se ha reportado en microbiomas de escarabajos barrenadores, por lo cual se
desconoce si su presencia en excretas de estos insectos es una colonizacién incidental a
partir del ambiente al que estan expuestas las excretas o si forma parte de los
microorganismos que comunmente colonizan las excretas proveyendo una funcion de
proteccion importante para las larvas en desarrollo, ya que estas se desarrollan en las mismas
cavidades donde las excretas y las fibras de madera no consumidas son depositadas,
creando un ambiente propenso para el establecimiento de microorganismos
potencialmente patogénicos para las larvas (Calderén-Cortés et al, 2011). El analisis
filogenético del presente estudio reveld una cercania del aislado bacteriano con la especie
Stenotrophomonas maltophilia considerada como uno de los organismos resistentes a
multiples farmacos (MROs), (Brooke, 2012); entre ellos incluido el acido nalidixico empleado



en el medio de cultivo para el aislamiento primario de las actinobacterias (Adegoke et al.,,
2017; Liaw et al., 2010; McKay et al., 2003).

El aislado identificado como Methylobacterium sp., es clasificado como a-proteobacteria;
metilotrofo facultativo capaz de oxidar el metanol, y Gram variable (Green & Ardley, 2018)
que generalmente presenta una pigmentacion rosada debido a la sintesis de carotenoides,
coloniza diferentes habitats, como el suelo, el agua, los sedimentos y diferentes plantas.
(Dourado et al., 2015; Furuhata et al., 2006). Se ha reportado como resistente al cloro
(Furuhata et al., 2011) y a la radiacion UV (Oguma et al., 2018). Se sabe que miembros del
género Methylobacterium tienen relaciones mutualistas con algunas plantas (Sanchez-
Lopez et al., 2018) y estan involucrados en la formacion de la comunidad en la filésfera (la
region aérea de la planta colonizada por microbios) (Dourado et al., 2015), sin embargo, se
han aislado de la microbiota intestinal de algunas moscas como Lutzomyia evans (Vivero et
al., 2019), Phlebotomus spp. (Papadopoulos et al., 2020), Lutzomyia longipalpis y de la
chinche Gimex lectularius (Meriweather et al,, 2013). No obstante, en el estudio de Vivero et
al, (2019) se sugiere que la ingesta constante de plantas por los especimenes colectados
permite la entrada de Methylobacterium hasta el intestino y es capaz de permanecer en él;
lo cual sugiere que el aislado identificado como Methylobacterium sp. podria representar
un residente temporal en el tracto digestivo de O. albomarginata chamela.

En lo que respecta a las actinobacterias, nuestros resultados indican que Streptomyces sp.,
miembro de la microbiota intestinal de O. albomarginata chamela, contrario a lo que se
esperaba, presenta un efecto competitivo /n vitro tanto con los hongos simbiontes
examinados Stagonospora sp. 'y Penicillium sp.; como con los hongos entomopatoégenos
Beauveria bassiana'y Metarhizium anisopliae. Los efectos de inhibicién del crecimiento
fueron mayores para Stagonospora sp. (~56 cm?) y Metarhizium anisopliae (~40 cm?),
particularmente en el tipo de ensayo donde la actinobacteria tuvo 7 dias previos de
incubacién y presenté mayor crecimiento; lo cual sugiere una mayor capacidad de secrecion
del compuesto antifingico. Por el contrario, el resto de los géneros de actinobacterias
ensayados Brachybacterium sp., Pseudoarthrobacter sp. y Arthrobacter sp. no mostraron
actividad antifungica ante los simbiontes Penicillium sp. y Stagonospora sp. por lo tanto,
fueron descartados para las pruebas con los hongos entomopatdgenos.

Estudios previos han demostrado el potencial antibiotico de Streptomyces sp. (Al Raish et
al., 2021; Book et al., 2016; Chevrette et al.,, 2019, 2020; Jose et al,, 2021; Kim et al., 2016;
Quinn et al, 2020; van Bergeijk et al., 2020; Zhou et al, 2021), en los cuales se ha
argumentado que las actinobacterias del género Streptomyces son cominmente aisladas
de insectos y éstas presentan una mayor actividad antimicrobiana en comparacion con las
actinobacterias halladas en el suelo o las plantas.

En los insectos, aun cuando representan solo un pequefio porcentaje de la microbiota
intestinal, las actinobacterias son fundamentales en el mantenimiento de la homeostasis
que involucra la regulacién del crecimiento tanto de otros microorganismos simbiontes
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(Binda et al., 2018), como de aquellos que puedan resultar daiiinos para el insecto anfitrion,
evidenciado en los estudios de Al Raish et al., (2021) en el que exploraron el posible uso de
actinobacterias aisladas del suelo como agentes de biocontrol contra el hongo fitopatdgeno
Neoscytalidium dimidiatum; demostrando que tres cepas de Streptomyces (S. rochei, S.
coelicoflavus y S. antibioticus) exhiben una poderosa actividad antifungica /in vitro, y
proponen un posible mecanismo de accién de inhibicion del crecimiento asociado a la
produccién de enzimas degradadoras de la pared celular, metabolitos antifungicos y/o por
competencia.

Sin embargo, fueron Chevrette et al., (2019) quienes exploraron diferentes especies de
Streptomyces asociados a microbiomas a través del muestreo de 2561 insectos que abarcan
15 ordenes taxondmicos y evidenciaron que la actividad inhibitoria es significativamente
mayor hacia hongos, bacterias Gram negativas y bacterias Gram positivas, en comparacion
con los aislados de Streptomyces asociados a plantas. Especificamente, las cepas de
Streptomyces provenientes de insectos tenian una actividad antifingica significativa.
También probaron que las cepas asociadas a insectos tienen una mayor bioactividad contra
los patdgenos de relevancia clinica Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Candida albicans y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. En otro estudio,
realizado por Zhou et al, (2020) se demostrd que la bacteria Streptomyces davaonensis
aislada de la termita Odontotermes formosanus produce el antibidtico Roseoflavina y éste
presenta una inhibicién in vitro ante tres bacterias de interés médico Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus 'y el estafilococo resistente a la meticilina (MRSA). Adicionalmente,
en los ensayos realizados por Grubbs et al. (2021) encontraron una cepa de Streptomyces
aislada del polen que exhibe una actividad inhibitoria contra Paenibacillus larvae (una
bacteria entomopatdégena Gram positiva) y sugieren que las abejas meliferas pueden usar
actinobacterias y sus metabolitos para mediar la salud de sus colonias.

Todo lo planteado hasta ahora nos permite sugerir que Streptomyces sp. desempefia un
papel clave en la estructura del microbioma del intestino de O. albomarginata chamela 'y
probablemente un papel protector contra los hongos patdgenos. En cierto sentido clasificar
a los microorganismos simbiontes exclusivamente como benéficos, inofensivos o nocivos
resulta una tarea compleja dado que su impacto neto sobre el insecto anfitridn varia a través
del continuo competencia-mutualismo. Todavia tenemos una vision limitada de la
distribucion y relevancia de la simbiosis bacteriana, algunos insectos probablemente no
dependen en absoluto de ella. En algunos estudios, la eliminacién experimental de la
microbiota intestinal no produce ningun efecto, o incluso tiene un efecto positivo (Prado et
al., 2006; Visotto et al., 2009; Engel & Moran, 2013; Douglas, 2007). No obstante, la
versatilidad metabodlica inigualable que poseen las actinobacterias, establece y mantiene una
fusién inseparable entre éstas y su insecto anfitrion (Kneip et al., 2007; van Bergeijk et al,
2020).



Las investigaciones sobre las comunidades bacterianas de insectos nos permiten
comprender mejor los sistemas naturales en general y predecir futuras interacciones, ya que
son la principal fuerza impulsora de la innovacion evolutiva al conferir nuevos rasgos
fenotipicos a los insectos que les permite la colonizacién de un nuevo nicho ecolégico. Asi
mismo, ofrecen nuevas estrategias para mejorar los métodos de manejo integrado de plagas
(Mereghetti et al., 2017; Brummel et al., 2004). Sin embargo, hay pocos estudios sobre
sustancias bioactivas de la simbiosis de insectos (Zhou et al., 2021). La extrema biodiversidad
de los insectos presenta un potencial sin explotar para el descubrimiento de nuevos
farmacos antimicrobianos de sus comunidades endosimbioticas (Chevrette et al., 2019).
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VIII. Conclusiones

El aislamiento e identificacion de las proteobacterias Methylobacterium sp. vy
Stenotrophomonas sp., y de la actinobacteria Streptomyces sp. representa una
asociacion de éstas al tracto digestivo y excretas del escarabajo barrenador Oncideres
albomarginata chamela.

Los ensayos de las interacciones entre algunos miembros que conforman el microbioma
intestinal de O. albomarginata chamela: las actinobacterias Streptomyces sp.,
Pseudoarthrobacter sp., Arthrobacter sp. y Brachybacterium sp. frente a los hongos
Penicillium sp. y Stagonospora sp. reflejaron, a través de una inhibicién de crecimiento
de los dos géneros fungicos probados, que Streptomyces sp. es el Unico género
bacteriano involucrado en una relacién de naturaleza competitiva.

Los ensayos de las interacciones entre Streptomyces sp.y los hongos entomopatdgenos
Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae mostraron que la actinobacteria puede
inhibir el crecimiento de los hongos /n vitro.

La inhibicién maxima provocada por Streptomyces sp. en el crecimiento de los hongos
simbiontes Stagonospora sp. y Penicillium sp. fue de ~56 y 38 cm? respectivamente,
mientras que para los hongos entomopatoégenos Beauveria bassiana 'y Metarhizium
anisopliae fue de ~20 y 40 cm? respectivamente.

Streptomyces sp. es una actinobacteria que podria regular la estructura del microbioma
intestinal de O. albomarginata chamela.

Streptomyces sp. posiblemente confiere a su insecto anfitrién un efecto protector ante
infecciones fungicas.

Las especies del género Streptomyces sp. aisladas de microbiomas de insectos
representan una fuente inexplorada en la busqueda de compuestos bioactivos utiles
para areas como el manejo de plagas y el desarrollo de farmacos antimicrobianos.



IX. Perspectivas

A través de la evaluacion de mas individuos es necesario confirmar si las cepas
bacterianas identificadas son residentes del tracto digestivo o de las excretas de O.
albomarginata chamela, segun corresponda, para estimar el alcance de estas
interacciones.

Tipificar los compuestos antibioticos producidos por Streptomyces sp. para
determinar sus posibles usos biotecnologicos.

Mediante la caracterizacion metabdlica, morfoldgica y analisis filogenéticos de
mayor profundidad definir si el aislado identificado como Streptomyces sp. es una
especie nueva.

Investigar las interacciones existentes entre distintas combinaciones de los
microorganismos presentes en el microbioma.

Demostrar si Stenotrophomonas sp. confiere a las larvas en desarrollo de O.
albomarginata chamela una funcion protectora ante infecciones.
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